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第一章 緒言 
食品、医薬品、化粧品および新規化学物質の開発の際には、各種ガイドラインに則って
複数の毒性試験を実施し、その安全性を担保する必要がある。特に、開発品が遺伝毒性（遺
伝子や染色体に傷害を起こす性質）を有する場合、催奇形性や遺伝病の発症、さらには発
がんリスクの増加につながる危険性がある。そのため、遺伝毒性評価は開発段階において
実施すべき毒性評価項目の 1 つとして挙げられている。 
遺伝毒性の有無を検出する試験（遺伝毒性試験）は、細菌などの微生物、哺乳類の培養
細胞およびマウスやラットなどの実験動物を用いて行われる。また、遺伝毒性を有する物
質（遺伝毒性物質）は DNA や染色体に様々な形で傷害を引き起こすため、遺伝学的指標
の異なるいくつかの試験法が開発されている。遺伝学的指標としては、① 遺伝子突然変異
誘発性、② 染色体異常誘発性、③ DNA 損傷性などが用いられる。 
遺伝毒性の評価の際には、通常、ガイドラインで推奨される特定の遺伝毒性試験（バッ
テリー試験）を複数組み合わせて実施する。日米 EU 医薬品規制調和国際会議で合意され
た医薬品の非臨床安全性評価に関するガイドライン（ICH ガイドライン）のうち、遺伝毒
性評価に関する ICH S2（R1）ガイドライン（医薬品の遺伝毒性および解釈に関するガイダ
ンスについて）[1]には、遺伝毒性試験の標準的組み合わせとして以下の 2 つのオプション
が示されている。 
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オプション 1：「細菌を用いる復帰突然変異試験」、「染色体傷害を検出するための細胞
遺伝学的試験（in vitro 分裂中期での染色体異常試験または in vitro 小核試験）
またはマウスリンフォーマ Tk 試験」、「in vivo 遺伝毒性試験（一般には、
げっ歯類造血細胞での染色体傷害、すなわち小核または分裂中期細胞の染
色体異常を検出する試験）」の組み合わせ。 
オプション 2：「細菌を用いる復帰突然変異試験」、「2 種類の異なる組織における in vivo
遺伝毒性試験（一般には、げっ歯類造血細胞を用いる小核試験および 2 つ
目の in vivo 試験）」の組み合わせ。 
食品や医薬品などの遺伝毒性は、通常、いずれかのオプションを選択して試験を実施し、
その成績から総合的に評価される。さらに、これらのバッテリー試験の成績だけでは判断
が難しい場合には追加試験を実施し、より広範な検討を行う必要がある。 
遺伝毒性の判断が難しい場合に実施する追加試験や、オプション 2 で推奨される第 2 の
組織（通常、造血細胞以外の組織）を用いる in vivo 試験では、被験物質の曝露や標的臓器
を考慮した試験の選択が求められる。例えば、生体内の主要な代謝器官である肝臓を用い
た遺伝毒性試験は、造血細胞を用いる in vivo 遺伝毒性試験で陰性を示す一部の遺伝毒性発
がん物質の検出に有用であることが知られている[1]。一方、経口摂取する物質のうち、① 
体内吸収が少ない、または体内での分解や失活が早く、骨髄や血中に到達できない物質や、
② 複合物質のため骨髄または血中への曝露証明が難しい物質については、被験物質が直接
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接触する消化管（特に胃）での評価が有効と考えられる。さらに、ヒトでは胃がんや大腸
がんなど消化管のがん罹患率が高いこと[2]からも、消化管での評価は重要である。胃を用
いた遺伝毒性試験には、DNA 損傷性を評価する comet assay[3,4]、遺伝子突然変異誘発性を
評価するトランスジェニック動物を用いた遺伝子突然変異試験[5]および DNA 修復を誘導
する物質を検出する不定期 DNA 合成試験[6,7]があるが、染色体異常誘発性を評価する試験
法は開発されていない。 
染色体異常誘発性を評価する遺伝毒性試験の 1 つとして、in vitro や in vivo を用いた小核
試験が開発されている[8,9]。小核は染色体や有糸分裂装置に損傷を受けた細胞が分裂する
際に生じる小さい核であり、小核試験では小核を有する細胞の頻度を指標として遺伝毒性
（染色体異常誘発性）の有無を評価する。げっ歯類の造血細胞（骨髄または末梢血）を用
いる小核試験はバッテリー試験の 1 つとして汎用されており、遺伝毒性物質を広く検出で
きることが知られている[1]。また、肝臓や皮膚など造血細胞以外の臓器を用いた小核試験
の開発も進められており、その有用性が報告されている[10-12]。一方、消化管を用いた小
核試験については、結腸を中心に研究が進められているものの、胃を用いた研究報告はほ
とんどない[10-22]。そのため、本研究では経口摂取する物質が直接接触する腺胃での染色
体異常誘発性を評価する試験法として、げっ歯類の腺胃を用いる in vivo 小核試験法の開発
を試みた。 
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遺伝毒性を in vivo 試験により評価する場合には、短期投与または長期投与のどちらかの
試験方法を選択する必要がある[1]。そのため、開発した腺胃小核試験法が短期投与および
長期投与の試験方法に組み入れて実施可能か否かを検証する必要がある。短期投与条件下
で行う in vivo 試験の利点としては、被験物質の最大投与可能用量を高く設定できること、
また、試験に必要な時間や被験物質量が少なく済むことが挙げられる。一方、長期投与条
件下で行う in vivo 試験では、一般毒性試験の供試動物を用いて試験を実施することで使用
動物数を削減できることに加え、一般毒性試験で得られる毒性プロファイルを考慮して in 
vivo での遺伝毒性リスクを総合的に評価することができる。 
さらに近年、動物実験の 3R（使用動物数の削減／苦痛の軽減／代替法の利用）の原則[23]
に従い、非臨床毒性試験においても動物愛護への貢献が強く求められている。ICH S2（R1）
ガイドラインにおいても、① 短期投与条件下において 2 つ以上の指標または組織を用いて
評価する場合、組み合わせ試験として 1 つの試験として実施すること、また、② in vivo 試
験を長期投与とする場合、科学的に正しければ一般毒性試験に遺伝毒性の指標を組み込む
ことを考慮すべきであることが記されており[1]、試験に使用する動物数の削減が求められ
ている。そのため本研究では、短期投与条件下で行う組み合わせ試験として、消化管（腺
胃と結腸）および骨髄での小核誘発性を同一動物で評価するための短期投与試験系（腺胃、
結腸、骨髄での小核同時評価系）の構築を試みた。さらに、長期投与条件下で行う試験と
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して、一般毒性試験（28 日間反復投与毒性試験）への腺胃小核試験の組み込みの可能性を
検討した。 
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第二章  腺胃上皮細胞を用いる小核試験法の開発 
1. 序文 
食品など経口摂取する物質の遺伝毒性評価には、被験物質がはじめに接触する消化管
（特に胃）を用いた評価は有効と考えられる。これまでに、消化管での染色体異常誘発性
の有無を評価する試験として、げっ歯類の結腸を用いた小核試験系の開発が進められてい
るが、胃を用いた小核試験の研究報告はほとんどない[10-22]。そのため、げっ歯類の腺胃
を用いる小核試験法の開発を試みた。 
これまでに報告された多くの結腸小核試験では、組織標本を光学顕微鏡下で観察するこ
とで小核を保有する細胞数を計測し、算出した小核保有細胞の頻度（小核頻度）を指標に
遺伝毒性の有無を評価する方法が用いられている[13-17]。この方法の場合、細胞の断面を
観察することから、小核保有細胞とアポトーシス細胞や異形核細胞を区別することが難し
い。そのため、マウスやラットの結腸から上皮細胞を回収して小核標本を作製する手法が
開発されつつある。結腸小核標本の作製に用いる上皮細胞の回収法としては、Çelikらや
Coffingらによりラット結腸を酵素処理する方法が、Sychevaらによりホルマリン固定した
マウス結腸をスクレイプする方法が、大山らによりマウス結腸をethylenediaminetetraacetic 
acid（EDTA）処理する方法が報告されている[18-22]。特に、マウス結腸をEDTA処理する
ことで得られる上皮細胞を用いて小核標本を作製した場合には、損傷の少ない完全な形の
細胞を観察対象とすることが可能となり、小核保有細胞の判別も容易となる。そこで著者
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は、マウス結腸小核試験で用いられるEDTA処理法を同動物（マウス）の腺胃に応用する
ことで、小核評価に利用可能な腺胃小核標本の作製が可能であると考えた。 
さらに小核試験では、標本作製法に加え、標本作製時期（サンプリング時期）が重要と
なる。小核は染色体や有糸分裂装置に損傷を受けた細胞が分裂する際に形成されるため、
小核試験では被験物質の影響を受けた後に分裂して生じた細胞を観察対象とする必要が
ある。例えば、造血細胞を用いる小核試験において評価対象となる幼若赤血球は、細胞分
裂開始から6～8時間かけて形成され、その後、骨髄に18～22時間程度留まることが知られ
ている[24]。そのため、骨髄小核試験では被験物質を単回投与した24～48時間後に2回以
上のサンプリングを、末梢血小核試験では36～72時間後に2回以上のサンプリングを行う
必要がある[9]。また、結腸小核試験については、評価対象となる結腸上皮細胞の寿命が3
～5日程度であること[25,26]に加え、遺伝毒性物質をマウスに単回投与した2～4日後に小
核頻度が増加することが報告されている[21,22]。一方、げっ歯類の腺胃では、胃底腺や幽
門腺の中央部に増殖帯が存在し、管腔側には寿命の短い（3～4日程度）被蓋上皮細胞が、
筋層側には寿命の長い（2～200日程度）副細胞、壁細胞、主細胞、幽門腺細胞が分布して
いる[25,27,28]。そのため、腺胃小核試験では、寿命の最も短い被蓋上皮細胞に合わせて、
被験物質投与後3～4日目の上皮細胞を用いるのが適していると考えた。 
本章では、EDTA処理法を用いた腺胃小核試験法の妥当性を評価するため、マウスに遺
伝毒性発がん物質を単回経口投与し、投与後3および4日目に採材した腺胃より小核標本を
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作製して腺胃小核頻度を調べた。さらに、腺胃小核試験の有用性を検証するため、供試動
物を用いて末梢血小核試験を実施した。遺伝毒性発がん物質としては、
N-nitroso-N-methylurea（MNU）およびN-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine（MNNG）の2
種類の化合物を用いた。これらの物質はマウスの胃を発がん標的の1つとする、代謝活性
化を必要としない遺伝毒性物質である[29,30]。また、マウス造血細胞を用いる小核試験の
成績として、MNUでは陽性、MNNGでは陰性または弱陽性の結果が報告されている[31-35]。 
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2．材料と方法 
2.1. 動物 
7～8 週齢の雄性 BALB/c マウスを日本クレア㈱より購入し、5 日以上馴化した後、7～9
週齢で実験に用いた。BALB/c マウスは造血細胞を用いる小核試験において一般的に用いら
れるマウスの系統である。動物は通常の飼育室において 1 ケージあたり 4～5 匹を飼育し、
固型飼料［F-2、㈱船橋農場］および自家水道水を自由摂取させた。実験には 1 群 4～5 匹
の動物を用いた。なお、本動物実験は、㈱ヤクルト本社中央研究所における動物実験等実
施に関する規程に従い、㈱ヤクルト中央研究所 動物実験委員会の承認を得て実施した。 
 
2.2. 化学物質 
遺伝毒性物質として MNU［CAS 684-93-5、Lot. No. 352-57B、Chem Service Inc.］および
MNNG［CAS 70-25-7、Lot. No. FIE02、Tokyo Kasei Co., Ltd.］を用いた。これらの物質を、
それぞれ局方注射用蒸留水（DW）および 5% dimethyl sulfoxide（DMSO）に溶解して、す
ぐに投与に使用した。 
 
2.3. 投与 
上記の遺伝毒性物質または溶媒を、それぞれマウスに単回経口投与した。投与は胃ゾン
デを用いた胃内強制投与とした。MNU および MNNG の投与用量は、予備試験において毒
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性兆候（体重減少など）の認められた 100 mg/10 mL/kg 体重とした。また、溶媒対照群に
は各溶媒を 10 mL/kg 体重の容量で投与した。 
 
2.4. 腺胃小核標本の作製および観察 
大山らのマウス結腸小核標本作製法[21,22]を改変して腺胃小核標本を作製した。すなわ
ち、投与後 3 および 4 日目に、エーテル麻酔下においてマウスの頸静脈を切断し放血する
ことで安楽死を行い、その後、腺胃を摘出した。摘出した腺胃は前胃との境界部を糸で縛
ったのち裏返してシリンジに接着させ、内部にリン酸緩衝生理食塩水（PBS）を入れて膨
らませた（Fig. 1A）。膨らませた腺胃を、30 mM EDTA を含む PBS 中でインキュベートし
（35℃、30 分）、腺胃上皮細胞を剥離した。途中、5 分間の振動を 2 回繰り返すことで、
細胞の剥離を促した。腺胃上皮細胞はクリプト状の形態で採取されるため（Fig. 1B）、パ
スツールピペットでピペッティングすることにより細胞を単離した後、メッシュ（160 m）
に通して夾雑物を取り除き、遠心して単離細胞を回収した。回収した細胞を 10%中性緩衝
ホルマリンにより固定した後、新しい 10%中性緩衝ホルマリンに交換し、観察時まで 4℃
で保存した。 
染色は Suzuki らの方法[36]を改変して行った。すなわち、観察時に 100 g/mL アクリジ
ンオレンジ（AO, CALBIOCHEM）と 5 g/mL 4',6-diamidino-2-phenylindole（DAPI, 
Sigma-Aldrich）の混合染色液および細胞懸濁液を等量ずつスライドガラス上で混合し、カ
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バーガラスをかけた。蛍光顕微鏡下［UV 励起（365 nm）、400 倍］において、1 個体あた
り 1200 個の細胞を観察し、小核を有する細胞の割合（小核頻度）を算出した。観察対象細
胞は、細胞質を保有しており、核膜が明瞭で、細胞が重なっていないものとした。また、
主核が断片化している細胞は観察対象としなかった。小核は、主核と同じ色の蛍光を発し
ており、主核と接しておらず、直径が主核の 1/2 以下のものとした[37]。 
なお、上記標本作製法の諸条件は、以下に示す（1）～（3）の検討を行い決定した。 
（1） 腺胃上皮細胞採取時の EDTA 濃度 
裏返した腺胃を 1、30 または 50 mM の EDTA で処理し腺胃上皮細胞の回収量を比較した
ところ、30 mM EDTA 処理で細胞回収量が多いことがわかった。そのため、腺胃上皮細胞
採取時の EDTA 濃度を 30 mM とした。 
（2） 腺胃上皮細胞の単離方法 
採取したクリプト形態の上皮細胞に対し、① パルツールピペットによるピペッティング、
② 0.25% trypsin 処理（4℃、1 時間）、③ 0.25% trypsin  0.45 mM dithiothreitol（DTT）処
理（4℃、1 時間）または④ 0.25% trypsin  4.5 mM DTT 処理（4℃、1 時間）を行い、細胞
の単離方法を検討した。その結果、②～④の処理では細胞同士の接着が認められ、評価可
能な単離細胞が得られなかった。一方、①の処理により評価可能な単離細胞が得られたた
め、細胞の単離法としてピペッティングによる方法を採用した。 
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（3） 細胞の固定・染色法 
単離した腺胃上皮細胞に対し、① メタノールと 0.5%酢酸による固定後 AO 染色または
② 10%中性緩衝ホルマリン固定後AOとDAPIによる混合染色を行うことで標本を作製し、
両者を比較した。どちらの手法によっても観察可能な標本が得られたが、②の処理により
細胞質と核を明確に判別することができる小核標本を得ることができた。さらに、染色液
の濃度を検討した結果、100 g/mL AOと5 g/mL DAPIを含む染色液が観察に適していた。 
 
2.5. 末梢血を用いる小核試験 
Hayashi らの方法[38]に準じて末梢血を用いる小核試験を行った。試験は腺胃小核頻度を
算出した動物を用いて行った。投与後 2 および 3 日目に採取した尾静脈血 5～10 L 程度を
AO 塗布したスライドグラス上にのせ、カバーグラスをかけて広げた後、2～3 時間静置し
た。蛍光顕微鏡下［B 励起（490 nm）、600 倍］で観察を行い、個体ごとに、① 2000 個の
幼若赤血球を観察し、小核を有する幼若赤血球の割合（小核頻度）、② 2000 個以上の全
赤血球を観察し、全赤血球に占める幼若赤血球の割合（幼若赤血球比）を算出した。 
 
2.6. 統計 
 Student の t-検定により、溶媒対照群とその他の群との検定を行った（有意水準 1%およ
び 5%、両側）。 
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3. 結果 
3.1. 腺胃小核保有細胞像および腺胃小核頻度 
検討した手法により、細胞質を保有し、細胞膜や核膜が明瞭な腺胃小核標本を作製する
ことが可能であった（Fig. 1C）。また、正常細胞と小核保有細胞の判別は容易であった。 
1 個体あたり 1200 個の腺胃上皮細胞を観察して小核頻度を算出した結果、投与後 3 およ
び 4 日目ともに、MNU および MNNG 投与群の小核頻度は溶媒対照群と比較して有意に増
加した（Fig. 2）。また、投与後 3 および 4 日目の小核頻度は同程度であった。 
 
3.2. 末梢血を用いる小核試験 
腺胃小核頻度の算出を行った動物を用いて末梢血小核試験を行った。その結果、MNU 投
与群では、投与後 2 および 3 日目に小核頻度の有意な増加が認められ、陽性結果が得られ
た（Fig. 3A）。また、幼若赤血球比の有意な減少も観察され、細胞増殖抑制が認められた
（Fig. 3B）。一方、MNNG 投与群では、投与後 2 および 3 日目ともに、小核頻度の増加お
よび幼若赤血球比の減少は認められなかった（Fig. 3A,B）。 
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4. 考察 
マウスを用いて腺胃小核標本の作製法を検討したところ、EDTA 処理（30 mM EDTA、
35℃、30 分間）により回収した腺胃上皮細胞をホルマリン固定することで、小核保有細胞
の判別が容易な小核標本の作製が可能となった。また、胃を発がん標的とする遺伝毒性物
質である MNU や MNNG を経口投与したマウスにおいて、腺胃小核頻度の有意な増加を確
認することができた。MNU および MNNG 投与群の腺胃小核頻度は、標本作製時期の違い
（投与後 3 および 4 日目）に関わらず、同程度であった。これは、腺胃の増殖帯で生じた
小核保有細胞が排除されずに腺胃上皮に残存したためであると考えている。以上より、被
験物質をマウスに単回経口投与しその後 3～4 日目に当該手法を用いて小核標本を作製す
ることで、腺胃における小核誘発性（染色体異常誘発性）の評価は可能であることが示さ
れた。 
興味深いことに、MNNG を経口投与したマウスでは、腺胃小核頻度が有意に増加したの
に対し、同一動物の末梢血では小核頻度の増加は認められず、末梢血小核試験で陰性とな
った。MNNG は経口投与条件下で実施した造血細胞を用いる小核試験において陰性成績が
得られることが報告されており[31-35]、今回の末梢血小核試験の成績と一致した。また、
Brault らは MNNG を経口投与した MutaTM Mouse の胃において変異頻度が増加し、骨髄や
肝臓では増加しないことを報告している[39]。この結果について Brault らは、MNNG は生
体内での分解が早く、経口投与後、骨髄や肝臓に十分到達しないことが原因であると考察
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している。彼らの報告は、今回得られた MNNG の小核試験での成績（腺胃：陽性、造血細
胞：陰性）を支持する。そのため、経口投与後、生体内での分解や失活が早い被験物質の
評価には、今回開発した腺胃小核試験の実施が有効であると考えられた。 
以上より、EDTA 処理により回収される腺胃上皮細胞を用いたマウス腺胃小核試験によ
り、遺伝毒性（染色体異常誘発性）の評価が可能であり、経口摂取する物質の評価に有効
であることが示された。 
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Fig. 1 
Glandular stomach attached to syringe (A), gastric glands obtained by EDTA treatment (B), and fluorescence 
microscopy image of gastric epithelial cells stained with AO and DAPI (C-1: DW treatment, C-2: MNU 
treatment). Magnification: 8× (B-1), 14× (B-2), and 200× (C). Arrow indicates a micronucleus. 
 
b
A B-1 B-2
C-1 C-2
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Fig. 2 
Frequency of micronucleated (MNed) cells in the glandular stomach of mice after administration of MNU or 
MNNG. Each column and bar represent mean  SD [□: vehicle treatment group (4 mice), ■ : mutagen treatment 
group (5 mice)].  
Statistical significance: *p<0.05 and **p<0.01 as compared with vehicle control (Student’s t-test). 
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Fig. 3 
Frequency of micronucleated (MNed) immature erythrocytes (IMEs) (A) and %IME (B) in the peripheral blood of 
mice after administration of MNU or MNNG. Each column and bar represent mean  SD [□ : vehicle treatment 
group (4 mice), ■ : mutagen treatment group (5 mice)].  
Statistical significance: *p<0.05 and **p<0.01 as compared with vehicle control (Student’s t-test). 
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第三章 4 日間投与による、腺胃、結腸、骨髄の小核同時評価系の構築 
1．序文 
前章では、マウスの腺胃をEDTA処理することで腺胃小核標本の作製が可能であること
を明らかにした。その後、著者は大山らとともに、マウスで開発した腺胃小核標本作製法
を一般毒性試験に汎用されるラットに応用し、ラットについても腺胃小核標本の作製が可
能であることを確認した[40]。マウスやラットから作製したこれらの標本を用いて実施し
た腺胃小核試験では、経口投与条件下で実施する造血細胞小核試験で陰性を示す物質を含
めて、胃を発がん標的とする遺伝毒性物質の陽性検出が可能であった[第二章,40]。そのた
め、げっ歯類を用いた腺胃小核試験は、食品など経口摂取する物質の遺伝毒性評価に有意
義であると考えられた。 
一方、骨髄を用いる小核試験はバッテリー試験の1つとして汎用されており、遺伝毒性
物質を広く検出できることが知られている[1]。また、結腸小核試験は難消化性物質や腸
内細菌により遺伝毒性物質に変換されうる物質の評価に有用と考えられている[12]。その
ため、経口摂取する物質の遺伝毒性評価においては、消化管小核試験（腺胃と結腸）と骨
髄小核試験を実施することで、より適切な評価が可能になると考えられる。さらに動物愛
護に関する3Rの概念に基づき、短期投与条件下で行う遺伝毒性試験については、2つ以上
の異なる指標または組織を組み合わせて実施することが望まれる[1]。そこで、消化管と
骨髄での小核誘発性を同一動物で評価するための短期投与試験系（腺胃、結腸、骨髄の小
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核同時評価系）の構築を試みた。 
腺胃、結腸、骨髄の小核試験を同一動物で実施するためには、3つの試験の標本作製時
期を同じにする必要がある。著者はその後の検討により、EDTA処理により得られる消化
管上皮細胞は、腺胃では被蓋上皮細胞（胃腺中央部の増殖帯より管腔側の細胞）が主であ
ること、また結腸ではクリプトを構成する全上皮細胞であることを確認している（data not 
shown）。さらに、ラットの被蓋上皮細胞（腺胃）および結腸上皮細胞は、約4日間かけ
て胃腺またはクリプトの上部（管腔側）に移行することを確認しており[40]、その寿命は
3～4日程度であると考えられた。また、遺伝毒性物質をラットに単回経口投与し投与後5
日目までの小核頻度を経日的に調べたところ、腺胃では投与後2～4日目に、結腸では投与
後4日目に小核頻度が最大となることを確認している[40]。一方、骨髄小核試験において
被験物質を複数回投与する場合には、最終投与後18～24時間目に1回骨髄を採取し標本を
作製する必要がある[9]。これらの時間を考慮し、同一動物を用いた腺胃、結腸、骨髄の
小核試験は、被験物質をラットに4日間連続投与し、最終投与後24時間目に標本作製する
ことで実施可能と考えた（Fig. 4）。 
また、小核試験の成績は評価対象臓器における細胞増殖活性の影響を受けることが知ら
れている。特に、被験物質の投与により細胞増殖が抑制された場合には、小核形成が妨げ
られ、小核試験で偽陰性の成績が得られる危険性がある。そこで、小核誘発性の評価と同
時に、Ki-67陽性細胞数を指標として腺胃や結腸の上皮細胞における細胞増殖抑制を評価
21 
 
することとした。Ki-67タンパクは細胞周期のG1、S、G2およびM期で発現することから、
細胞増殖マーカーとして広く用いられている[41]。また著者は、Ki-67陽性細胞数を指標と
して、消化管上皮細胞の細胞増殖抑制評価が可能であることを確認している[40]。 
考案した4日間投与による小核同時評価系を評価するため、本研究では消化管を標的と
する6種の遺伝毒性発がん物質［MNU、4-nitroquinoline-1-oxide（4NQO）、MNNG、
N-methyl-N-nitrosourethane （NMUT）、1,2-dimethylhydrazine dihydrochloride（DMH）、
2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine hydrochloride（PhIP）］をモデル化合物と
して用いた。MNU、4NQO、MNNGおよびNMUTは経口投与条件下においてラットの腺胃
を発がん標的とする物質である[42-46]。また、MNUはラットの結腸でも発がん報告があ
る[47]。MNU、MNNGおよびNMUTは代謝活性化を必要としない直接変異原物質であり、
4NQOは投与後はじめに接触する細胞内で代謝活性化され遺伝毒性を発揮する物質であ
る[48]。一方、DMHやPhIPはラットの結腸を発がん標的とする遺伝毒性物質であり、肝臓
および／または消化管で代謝活性化された後、結腸に作用することが知られている[49-53]。 
本検討では、上記の遺伝毒性発がん物質に加え、食品添加物である臭素酸カリウム
（KBrO3）と赤色2号（Amaranth、AM）および植物フラボノイドであるケルセチン（QN）
をモデル化合物として用いた。これらの3物質は、代謝活性化系非存在下でのin vitro培養
細胞を用いる小核試験および／または染色体異常試験において陽性報告がある[37,54-60]。
KBrO3については、骨髄や腎臓を用いた小核試験での陽性報告があり[55,56,61,62]、消化
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管での発がん報告はないが、腎臓、腹膜および甲状腺での発がん報告がある[56,63-65]。
一方、AMとQNについては、骨髄や結腸を用いた小核試験や染色体異常試験での陰性報告
がある[16,66-68]。また、ラットの腸および／または腎臓での発がん性を示唆する報告が
数報あるものの[69-71]、発がん性がないとする報告が多い[65,72-76]。 
以上の9種類のモデル化合物をラットに4日間経口投与し最終投与後24時間目に標本作
製を行うことで、腺胃、結腸、骨髄での小核誘発性の同時評価が可能か否かを検証し、本
試験系が経口摂取物質の遺伝毒性評価に有効であるか否かを検討した。 
23 
 
2. 材料と方法 
2.1. 動物 
7 週齢の雄性 Crl:CD（SD）ラットを日本チャールス･リバー㈱から購入し、1 週間の馴化
後、投与に用いた。Crl:CD（SD）ラットは造血細胞を用いる小核試験および一般毒性試験
において一般的に用いられるラットの系統である。動物は通常の飼育室において 1 ケージ
あたり 2～3 匹を飼育し、固型飼料［F-2、㈱船橋農場］および自家水道水を自由摂取させ
た。なお、本動物実験は、㈱ヤクルト本社中央研究所における動物実験等実施に関する規
程に従い、㈱ヤクルト中央研究所 動物実験委員会の承認を得て実施した。 
 
2.2. 化学物質 
試験に使用した化学物質を Table 1 に示した。これらを媒体に溶解または懸濁し、すぐに
投与に使用した。 
 
2.3. 投与および処置 
上記化学物質を、それぞれ 1 日 1 回、4 日間連続経口投与した。投与は胃ゾンデを用い
た胃内強制投与とし、投与容量は全群 10 mL/kg 体重/day とした。また、実験には 1 群 5 匹
の動物を用いた。MNU、4NQO、MNNG、NMUT、DMH および PhIP は 3 段階以上、KBrO3、
AM および QN は 1 段階の用量を設定した（Table 1）。最高投与用量は予備試験において
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毒性兆候（体重減少など）の認められる用量とした。また、毒性兆候の認められない場合
には 1000 mg/kg 体重/day とした。陰性対照群には各種溶媒を 4 日間連続経口投与した（た
だし、AM の陰性対照は 2% Tween 80 とした）。陽性対照群には、MNU と DMH を併用投
与した（Fig. 4）。すなわち、化学物質投与期間（4 日間）のうち、第 1 日目に DMH 88.6 mg/kg
体重、第 3、4 日目に MNU 21.6 mg/kg 体重を経口投与した。この投与スケジュールは以下
の事例より決定した。① MNU 21.6 mg/kg 体重をラットに 2 日間連続経口投与しその後 24
時間目において、腺胃および骨髄の小核頻度が有意に増加するが、結腸小核頻度は増加し
ないこと（data not shown）、② DMH 88.6 mg/kg 体重をラットに単回経口投与後しその後
96 時間目において、結腸小核頻度が有意に増加するが、腺胃および骨髄の小核頻度は増加
しないこと[40, data not shown]。 
最終投与後 24 時間目に、ペントバルビタール麻酔下において腹部大動脈を切断し放血す
ることで安楽死を行い、腺胃、結腸および右大腿骨を採材した。 
 
2.4. 腺胃小核試験 
大山らとともに開発したラット腺胃小核試験の方法[40]に準じて行った（Fig. 5）。すな
わち、切り出した腺胃の噴門部よりガラス棒を挿入し、ガラス棒の先端に備えた玉部に腺
胃粘膜面が表になるように裏返して医療用アロンアルファで接着した。裏返した腺胃を 1 
mM EDTA と 2 mM DTT を含む Mg2＋/Ca2＋-free Hanks’ Buffer solution（HBSS）中でインキュ
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ベート（35℃、1 時間）することで上皮細胞を剥離した。インキュベート後は、腺胃を振
ることで細胞の剥離を促した。細胞懸濁液をパスツールピペットでピペッティングした後、
メッシュ（160 m）に通し夾雑物を取り除いた。遠心（1000～1500 rpm、5 分、4℃）によ
り細胞を回収し、10%中性緩衝ホルマリンで固定した。その後、10%中性緩衝ホルマリン
を交換し、観察時まで 4℃で保存した。 
観察時に AO と DAPI の混合染色液（AO：50 g/mL、DAPI：2.5 g/mL）と細胞懸濁液
を等量混合し、蛍光顕微鏡下［UV 励起（365 nm）、600 倍］で観察した。観察には暗号を
付した標本を用い、1 個体あたり 2000 個の上皮細胞を観察して小核を有する細胞の割合（小
核頻度）を算出した。観察対象細胞は、細胞質を保有しており、核膜が明瞭で、細胞が重
なっていないものとした。また、主核が断片化している細胞は観察対象としなかった。小
核は、主核と同じ色の蛍光を発しており、主核と接しておらず、直径が主核の 1/3 以下の
ものとした[77]。 
 
2.5. 結腸小核試験 
大山らとともに開発したラット結腸小核試験の方法[40]に準じて行った（Fig. 6）。すな
わち、結腸を粘膜面が表になるようにガラス棒に裏返し、1 mM EDTA を含む HBSS（pH 6.8）
中でインキュベート（35℃、30 分）することで上皮細胞を剥離した。途中、5 分間の振動
を 2回繰り返した。剥離した上皮細胞をピペッティングにより単離後、遠心（1000～1500 rpm、
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5 分、4℃）により回収し、10%中性緩衝ホルマリンで固定した。その後、10%中性緩衝ホ
ルマリンを交換し、観察時まで 4℃で保存した。 
観察時に AO と DAPI の混合染色液（AO：125 g/mL、DAPI：2.5 g/mL）と細胞懸濁液
を等量混合し、蛍光顕微鏡下［UV 励起（365 nm）、600 倍］で観察した。観察には暗号を
付した標本を用い、1 個体あたり 2000 個の上皮細胞を観察して小核を有する細胞の割合（小
核頻度）を算出した。観察対象細胞および小核の判定基準は、腺胃小核試験と同様とした。 
 
2.6. 骨髄小核試験 
MNU、4NQO、MNNG、NMUT、DMH および PhIP の評価は、Kawabata らの細胞懸濁法
[78]により行った。すなわち、1 mL の 10%中性緩衝ホルマリンで大腿骨から骨髄細胞を遠
心管に洗い出し、5 分程度静置した後に上清を回収した。さらに 10%中性緩衝ホルマリン 1 
mL を加えて遠心（1000 rpm、5 分）し、骨髄細胞を回収した。その後、10%中性緩衝ホル
マリンを交換し、観察時まで 4℃で保存した。観察時には、40 g/mL AO 液と細胞懸濁液
を等量ずつスライドガラス上で混合し、カバーガラスをかけた。 
KBrO3、AM および QN の評価は、Hayashi らの塗抹法[79]により行った。すなわち、0.5 mL
のウシ胎児血清で大腿骨から骨髄細胞を遠心管に洗い出した後、その少量をスライドガラ
ス上に薄く広げた。風乾させた後にメタノールで 5 分間固定し、40 g/mL AO 液を数滴の
せてカバーグラスをかけた。 
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いずれの標本も暗号を付し、蛍光顕微鏡下［IB 励起（490 nm）、600 倍］で観察した。
個体ごとに、① 2000 個の幼若赤血球を観察し、小核を有する幼若赤血球の割合（小核頻
度）、② 500 個以上の全赤血球を観察し、全赤血球に占める幼若赤血球の割合（幼若赤血
球比）を算出した。なお、幼若赤血球比が 1%以下の個体については骨髄小核頻度の算出を
行わなかった。 
 
2.7. Ki-67 陽性細胞数を指標とした細胞増殖抑制の評価 
 抗 Ki-67 抗体による免疫組織化学染色により、腺胃と結腸での細胞増殖抑制の有無を評
価した。評価には 1 群あたり 3 匹の動物を用いた。すなわち、小核試験に供した動物また
はサテライト群の動物から、胃体部と結腸中間部の一部を採材し、定法に従いパラフィン
組織標本を作製した。組織標本を脱パラフィン後、3%過酸化水素水に 5 分浸漬した。トリ
ス緩衝生理食塩水（TBS）で洗浄後、賦活化溶液（Target Retrieval Solution Concentrated, 
Dako/Agilent Technologies Inc.）を用いて賦活化した後、一次抗体（Monoclonal mouse Anti-Rat 
Ki-67 Antigen, clone MIB-5, Dako/Agilent Technologies Inc.）と 1 時間反応させた。その後、
ビオチン標識二次抗体（ Immunoglobulins/Biotinylatied Rabbit Polyclonal Anti-Mouse, 
Dako/Agilent Technologies Inc.）および horseradish peroxidase （HRP）標識ストレプトアビ
ジン（Dako/Agilent Technologies Inc.）にそれぞれ 30 分間反応させた後、diaminobenzidine 
（DAB, Dako/Agilent Technologies Inc.）により発色させた。免疫組織化学染色を行った標本
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は、ヘマトキシリンによる染色を行った。 
光学顕微鏡下（600 倍）において 1 個体あたり 30 本の胃腺および結腸クリプトを観察し、
胃腺またはクリプト 1 本あたりの Ki-67 陽性細胞数を算出した。 
 
2.8. 統計 
小核保有細胞の出現頻度についてはKastenbaum & Bowmanの統計学的方法を用いて陰性
対照群とその他の群との間の統計を行った（有意水準 0.1%、1%および 5%、片側）。また、
有意性が認められた場合には、Cochran-Armitage による傾向検定を行った（有意水準 0.1%、
1%および 5%、片側）。その他の計量データについても、被験物質毎に陰性対照群と被験
物質投与群との比較を行った。すなわち、2 群間での比較の場合には F 検定（有意水準 5%、
両側）により等分散性が確認されたため、Student の t-検定を行った。他群間での比較の場
合には、多重比較検定法で統計学的有意性を検定した。すなわち、Bartlett 法による等分散
性の検定（有意水準 5%、両側）を行い、分散が等しい場合には Dunnett 法の多重比較検定、
分散が等しくない場合には、Steel の検定を行った（いずれも有意水準 0.1%、1%および 5%、
両側）。 
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3. 結果 
3.1. 胃を発がん標的とする遺伝毒性物質を用いた検証 
MNU の経口投与により、腺胃と結腸では全用量群（5.84～35.1 mg/kg 投与群）において
有意かつ用量依存的に小核頻度が増加した（Fig. 7A,B、Table 2）。これらの臓器において
Ki-67 陽性細胞数の減少は認められず、細胞増殖抑制は認められなかった。骨髄では、5.84
および 11.7 mg/kg 投与群において小核頻度の有意かつ用量依存的な増加が認められた（Fig. 
7C、Table 2）。23.4 および 35.1 mg/kg 投与群では幼若赤血球比が 1%以下となり、強い細
胞増殖抑制が認められた。そのため、これらの投与群では小核頻度を算出しなかった。 
4NQO の経口投与により、腺胃では全用量群（5～20 mg/kg 投与群）において有意かつ用
量依存的に小核頻度が増加した（Fig. 8A、Table 2）。一方、結腸では小核頻度の増加は認
められなかった（Fig. 8B、Table 2）。これらの臓器において、Ki-67 陽性細胞数の減少は認
められず、細胞増殖抑制は認められなかった。骨髄では、高用量群（20 mg/kg 投与群）に
おいて小核頻度が有意に増加し、小核頻度の増加には用量相関性が認められた（Fig. 8C、
Table 2）。幼若赤血球比は高用量群で有意に減少した。 
MNNG 6.25～50 mg/kg または NMUT 5～20 mg/kg の経口投与により、腺胃では全用量群
において有意かつ用量依存的に小核頻度が増加した（Fig. 9A, 10A、Table 2）。腺胃での
Ki-67 陽性細胞数の減少は認められず、細胞増殖抑制は認められなかった。一方、結腸と骨
髄において小核頻度の増加は認められなかった（Fig. 9B,C, 10B,C、Table 2）。NMUT 10 mg/kg
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投与群の結腸において、Ki-67 陽性細胞数の統計学的に有意な減少が認められたが、その程
度は微弱なもので用量相関性もなく、小核誘発性に影響を与えるものではなかった。 
 
3.2. 結腸を発がん標的とする遺伝毒性物質を用いた検証 
DMH 10～80 mg/kg または PhIP 50～250 mg/kg の経口投与により、結腸では全用量群にお
いて有意かつ用量依存的に小核頻度が増加した（Fig. 11B, 12B、Table 2）。結腸での Ki-67
陽性細胞数は、DMH 10 mg/kg 投与群で有意に増加し、DMH 80 mg/kg 投与群で有意に減少
した。一方、腺胃では小核頻度の増加および Ki-67 陽性細胞数の減少は認められなかった
（Fig. 11A, 12A、Table 2）。DMH 投与群の骨髄では、40 および 80 mg/kg 投与群において
小核頻度が有意に増加し、小核頻度の増加には用量相関性が認められた（Fig. 11C、Table 2）。
また、DMH 40 mg/kg 投与群では、幼若赤血球比が有意に減少した。PhIP 投与群の骨髄で
は、50 mg/kg 投与群において小核頻度が有意に増加した（Fig. 12C、Table 2）。PhIP 150 お
よび 250 mg/kg投与群では幼若赤血球比が 1%以下となり、強い細胞増殖抑制が認められた。
そのため、これらの投与群では小核頻度を算出しなかった。 
 
3.3. 食品添加物と植物フラボノイドを用いた検証 
KBrO3 80 mg/kg の経口投与により、腺胃と骨髄では小核頻度が有意に増加した（Fig. 
13A,C、Table 3）。結腸の小核頻度は、統計学的に有意に増加したがその値は 0.09%と小さ
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く、本報告の陰性対照値と同程度であった（Fig. 13B、Table 3, 4）。KBrO3投与により、腺
胃の Ki-67 陽性細胞数は有意に増加した。また結腸と骨髄において、Ki-67 陽性細胞数およ
び幼若赤血球比の変動は認められず、細胞増殖抑制は認められなかった。 
 AM 1000 mg/kg および QN 1000 mg/kg の経口投与では、腺胃、結腸、骨髄のいずれの臓
器においても小核頻度の増加は認められなかった（Fig. 14、Table 3）。また、腺胃、結腸
および骨髄において、Ki-67 陽性細胞数ならびに幼若赤血球比に変動は認められず、いずれ
の臓器においても細胞増殖抑制は認められなかった。 
 両試験の陽性対照群（MNU と DMH の併用投与群）の腺胃、結腸および骨髄では、陰性
対照群と比較して有意な小核頻度の増加が認められ、3 臓器同時に陽性反応が得られた（Fig. 
13, 14、Table 3）。 
 
3.4. 毒性学的所見 
 MNU、4NQO、MNNG、NMUT、DMH、PhIP および KBrO3を投与したラットの体重は、
陰性対照群と比較して有意に低値を示した（Table 1）。一方、AM と QN を投与したラッ
トの体重については、陰性対照群との間に有意な差は認められなかった。一般状態の変化
として、MNU 60 mg/kg 投与群のラットで立毛が認められた。肉眼所見として、MNU、4NQO、
MNNG、NMUT 投与動物において胃の腫脹と胃粘膜出血が認められた。また DMH 投与群
では、結腸の長さが用量依存的に短縮した。 
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4. 考察 
胃および／または結腸を標的とする 6 種の遺伝毒性発がん物質をラットに 4 日間連続経
口投与した結果、それぞれの標的臓器において遺伝毒性の検出が可能であった（Table 5）。
すなわち、MNU 投与により腺胃と結腸で、4NQO、MNNG および NMUT 投与により腺胃
で、DMHと PhIP投与により結腸で小核頻度の用量依存的な増加が確認された。また、MNU、
4NQO、DMH、PhIP の投与により、骨髄での小核頻度の増加も確認された。これらの結果
から、4 日間連続投与後 24 時間目の評価により、腺胃、結腸、骨髄での小核誘発性を同一
動物で評価できることが示された。 
4NQO、MNNG および NMUT 投与群では、結腸での小核誘発性および細胞増殖抑制は認
められなかった。この理由として、これらの物質が生体内で不安定であり、経口投与後、
結腸に十分量曝露されなかったためと考える。また、DMH および PhIP 投与群では、腺胃
での小核誘発性および細胞増殖抑制は認められなかった。これらの化合物は、胃での発が
ん報告はなく、肝臓および／または腸で代謝活性化された後、または抱合体が腸肝循環す
る過程で腸内細菌による脱抱合を受け再活性化された後、結腸に作用しがんを誘発するこ
とが知られている[49-53,80,81]。そのため、胃で小核を誘発せず、結腸で小核頻度が増加す
る今回の結果は妥当であると考えられた。 
 6 種の遺伝毒性発がん物質の骨髄小核試験の成績は、これまでに報告されている経口投
与条件下での造血細胞を用いる小核試験の成績と一致した[19,34,35,62,82-85]。特に MNNG
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や NMUT を経口投与したラットでは、腺胃において小核頻度の増加が認められたが、骨髄
では認められなかった。今回の MNNG の結果は、単回投与条件下でのマウスやラットにお
いても確認されている[第二章,40]。また、Brault らは MNNG を経口投与した MutaTM Mouse
の胃において変異頻度が増加し、骨髄や肝臓では増加しないことを報告している[39]。
NMUT の in vivo 遺伝毒性試験の報告については、Furihata らによるラットを用いる胃 UDS
試験での陽性報告が唯一であり[6,7]、腺胃や骨髄での染色体異常誘発性の有無を示したの
は本研究が初めてである。加えて、経口投与された MNNG や NMUT は、腺胃でチオール
と反応し分解され DNA のメチル化を誘導することや、血中ですばやく分解されることが
報告されている[46,86-90]。これらの特性は、MNNG や NMUT の臓器特異性に関係すると
考えられている。以上のように、MNNG や NMUT では経口投与後はじめに接触する腺胃
においてのみ陽性結果が得られたことから、消化管と骨髄を組み合わせた当該小核試験は、
経口摂取する物質の遺伝毒性評価に非常に有用であると考えられた。 
MNU 23.4 mg/kgならびにMNNG 25および 50 mg/kgを 4日間投与したラットの腺胃小核
頻度を、単回投与後の小核頻度[40]と比較したところ、4 日間投与した場合には約 2.3～4.1
倍の高値を示すことが明らかとなった。また、DMH 80 mg/kg を 4 日間投与したラットの結
腸小核頻度については、単回投与後と比較して約 1.4 倍の高値を示した。消化管小核試験
の評価対象細胞（腺胃被蓋上皮細胞および結腸上皮細胞）の寿命は 3～4 日程度であること
から[40]、今回認められた投与回数の増加に伴う小核頻度の増加は、小核保有細胞が消化
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管上皮から排除されずにに 3～4 日間残存し蓄積することにより生じたものと考えている。
そのため、消化管小核試験に 4 日間投与スケジュールを採用することで、腺胃や結腸での
小核誘発性の検出感度が上昇するものと考えられた。 
本検討では、6 種の消化管を標的とする遺伝毒性発がん物質に加え、KBrO3の遺伝毒性
を腺胃や骨髄の小核試験により検出することができた。食品添加物（小麦粉改良剤）とし
て使用される KBrO3は、代謝活性化系非存在下における in vitro 遺伝毒性試験や、骨髄や腎
臓を用いた in vivo 遺伝毒性試験において、染色体異常誘発性を示すことが知られている
[37,54-56,58,61,62]。そのため、今回確認された腺胃や骨髄での陽性成績は、妥当な成績で
あった。また、結腸の小核頻度は統計学的に有意に増加したが、本報告における陰性対照
値と同程度であったことから、結腸小核試験の成績は陰性と判断した。経口投与された
KBrO3は、胃から速やかに血中に移行すること、また胃、小腸、血中および尿中で素早く
分解されることから[56,91]、結腸では重篤な染色体損傷が認められなかったものと考える。 
 一方、AM や QN を投与したラットでは、腺胃、結腸および骨髄のいずれの臓器におい
ても小核頻度の増加は認められなかった。今回の試験では、AM の投与用量として国際連
合食糧農業機関／世界保健機関合同食品添加物専門家会議（JECFA）の定める 1 日許容摂
取量（0.5 mg/kg 体重）[92]の 2000 倍に相当する用量を、QN の投与用量として懸濁液と
して投与可能な最大用量を採用しており、投与量は十分であった。また、小核評価を行っ
た全臓器において、小核形成に影響を与えうる細胞増殖抑制は認められなかった。さらに、
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陽性対照群の腺胃、結腸、骨髄では小核頻度が有意に増加し、試験が適切に実施されてい
ることが示された。以上より、AM や QN は、腺胃、結腸、骨髄において染色体異常を誘
発しない可能性が強く示唆された。これらの陰性成績は、AM や QN が発がん性を有さな
いと結論する多くの研究報告[65,72-76]と一致する。 
AM と QN については、代謝活性化系非存在下における in vitro 遺伝毒性試験で染色体異
常誘発性が報告されている[55,57,59,60]。また、in vivo 遺伝毒性試験では、Sasaki らや Tsuda
らがマウスの胃や結腸を用いる comet assay により AM の DNA 損傷性を報告している
[93,94]。一方、Poul らはマウス結腸小核試験で陰性成績を報告しており、その理由として
Sasakiらや Tsudaらが報告したDNA損傷は修復され小核を形成しなかったと考察している
[16]。この Poul らの報告は、今回得られた AM の成績を支持する。また QN については、
骨髄小核試験での陰性成績が報告されているが[55,67,68]、経口投与後 QN が高濃度で直接
曝露される消化管において小核誘発性が認められないことを示した報告は今回が初めてで
ある。以上のように、AM と QN は in vivo において骨髄のみならず腺胃や結腸においても
小核誘発性を示さなかった。そのため、今回開発した腺胃、結腸、骨髄での小核同時評価
系は、in vitro 遺伝毒性試験で陽性となる物質について in vivo での遺伝毒性や発がん性のポ
テンシャルを確認するための追加試験としても有効であると考えられた。 
36 
 
以上の結果から、4 日間投与後 24 時間目の標本作製により、腺胃、結腸、骨髄での小核
同時評価が可能となることが示された。また、当評価系は経口摂取する物質の広範的な遺
伝毒性評価に有効であることが明らかになった。 
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Fig. 4 
Treatment schedule for simultaneous micronucleus analyses in the glandular stomach, colon, and bone marrow. 
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Fig. 5 
Method of the slide preparation for rat glandular stomach micronucleus test. After the stomach had been divided 
along the dotted lines (A-1), the part of “b” was used for micronucleus assay (A-2); the parts of “a” and “c” can be 
used as needed for histopathological examination. The glandular stomach was everted on a glass rod (B-1, -2, and 
-3) and incubated in a tube containing 1 mM EDTA  2 mM DTT in HBSS to isolate the epithelium (C). The 
isolated epithelium was dispersed into single cells by pipetting, and then the cells were fixed with 10% 
neutral-bufferd formalin. 
Fluorescence microscopy image of gastric epithelial cells stained with AO and DAPI (D). Magnification: 200× 
(D-1) and 400× (D-2). Arrow indicates a micronucleus. 
  
A-1 A-2
B-1 B-2 B-3 C
a c
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D-1 D-2
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Fig. 6 
Method of the slide preparation for rat colon micronucleus test. The parts of “b” and “d” were used for 
micronucleus assay (A); the parts of “a”, “c” and “e” can be used as needed for histopathological examination. 
The colon was everted on a glass rod (B-1, -2, and -3) and incubated in a tube containing 1 mM EDTA in HBSS 
to isolate the epithelium (C). The isolated epithelium was dispersed into single cells by pipetting, and then the 
cells were fixed with 10% neutral-bufferd formalin. 
Fluorescence microscopy image of colonic epithelial cells stained with AO and DAPI (D). Magnification: 200× 
(D-1) and 400× (D-2). Arrow indicates a micronucleus. 
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Table 1  
Chemical information 
Chemicals  
[CAS number] 
Abbreviation Source Lot. No. Purity Vehicle 
Dosage 
(mg/10 mL/kg body weight 
/day) 
N-Nitroso-N-methylurea 
[684-93-5] 
MNU Sigma-Aldrich 100M1436 (contains 55% 
water and acetic 
acid) 
 
DW 5.84, 11.7**, 23.4**, 35.1** 
(converted to MNU 
amount) 
037K0690 (contains 
44.68% water 
and acetic acid) 
 
DW 21.6 for positive control 
(converted to MNU 
amount) 
4-Nitroquinoline-1-oxide 
[56-57-5] 
 
4NQO Tokyo kasei N4RDF 
-SL 
98.5% 0.5% MC 5, 10*, 20** 
N-Methyl-N’-nitro-N- 
nitrosoguanidine 
[70-25-7] 
 
MNNG Tokyo kasei FIE02 98.1% 5% DMSO 6.25, 12.5, 25, 50** 
N-Methyl-N-nitrosoureth
ane 
[615-53-2] 
 
NMUT Tokyo kasei ABVVA >95% DW 5, 10, 20** 
1,2-Dimethylhydrazine 
dihydrochloride 
[306-37-6] 
DMH Tokyo kasei VU5VG 
-RD 
 
100% DW 10*, 20**, 40**,80** 
EZC6C 100% 1 mM 
EDTA in 
saline 
 
88.6 for positive control 
2-Amino-1-methyl- 
6-phenylimidazo[4,5-b] 
pyridine hydrochloride 
[no CAS number] 
 
PhIP NARD Institute 080125 100% 0.5% MC 50*, 150**, 250** 
Potassium bromate 
[7758-01-2] 
 
KBrO3 Wako PEM1558 >99.8% DW 120
#
 
Amaranth 
(Food Red No. 2) 
[915-67-3] 
 
AM Nacalai tesque 80703D >85% DW 1000 
Quercetin dihydrate 
[6151-25-3] 
 
QN･2H2O Sigma-Aldrich 087K0744 >98% 2%  
Tween 80 
1000 (converted to QN 
amount) 
 
DW: distilled water, DMSO: dimethyl sulfoxide, EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt, 
MC: methylcellulose.  
*Dosage with reducing body weight compared to the vehicle control group; statistical significance: p<0.05(Dunnett’s test). 
**Dosage with reducing body weight compared to the vehicle control group; statistical significance: p<0.01(Dunnett’s 
test). 
#
Dosage with reducing body weight compared to the vehicle control group; statistical significance: p<0.05(Student’s 
t-test). 
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Fig. 7 
Micronucleus test in glandular stomach (A), colon (B), and bone marrow (C) using rats administered MNU for 4 
days. Each bar represents the frequency of micronucleated (MNed) cells or of MNed immature erythrocytes 
(IMEs). Each closed circle represents the number of Ki-67-positive cells (per gland or crypt) or the %IME. The 
horizontal axis represents dosage (mg/kg/day). Data expressed as mean  SD. n.a.: not analyzed.  
Statistical significance: **p<0.01, ***p<0.001 (Kastenbaum & Bowman test), 
#
p<0.05 (Dunnett’s test), 
§
p<0.05 
(Steel test) as compared to the vehicle control.  
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Fig. 8 
Micronucleus test in glandular stomach (A), colon (B), and bone marrow (C) using rats administered 4NQO for 4 
days. Each bar represents the frequency of micronucleated (MNed) cells or of MNed immature erythrocytes 
(IMEs). Each closed circle represents the number of Ki-67-positive cells (per gland or crypt) or the %IME. The 
horizontal axis represents dosage (mg/kg/day). Data expressed as mean  SD.  
Statistical significance: ***p<0.001 (Kastenbaum & Bowman test), 
###
p<0.001 (Dunnett’s test) as compared to 
the vehicle control. 
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Fig. 9 
Micronucleus test in glandular stomach (A), colon (B), and bone marrow (C) using rats administered MNNG for 4 
days. Each bar represents the frequency of micronucleated (MNed) cells or of MNed immature erythrocytes 
(IMEs). Each closed circle represents the number of Ki-67-positive cells (per gland or crypt) or the %IME. The 
horizontal axis represents dosage (mg/kg/day). Data expressed as mean  SD.  
Statistical significance: ***p<0.001 (Kastenbaum & Bowman test), 
#
p<0.05, 
##
p<0.01 (Dunnett’s test) as 
compared to the vehicle control. 
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Fig. 10 
Micronucleus test in glandular stomach (A), colon (B), and bone marrow (C) using rats administered NMUT for 4 
days. Each bar represents the frequency of micronucleated (MNed) cells or of MNed immature erythrocytes 
(IMEs). Each closed circle represents the number of Ki-67-positive cells (per gland or crypt) or the %IME. The 
horizontal axis represents dosage (mg/kg/day). Data expressed as mean  SD.  
Statistical significance: ***p<0.001 (Kastenbaum & Bowman test), 
#
p<0.05 (Dunnett’s test) as compared to the 
vehicle control. 
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Fig. 11 
Micronucleus test in glandular stomach (A), colon (B), and bone marrow (C) using rats administered DMH for 4 
days. Each bar represents the frequency of micronucleated (MNed) cells or of MNed immature erythrocytes 
(IMEs). Each closed circle represents the number of Ki-67-positive cells (per gland or crypt) or the %IME. The 
horizontal axis represents dosage (mg/kg/day). Data expressed as mean  SD.  
Statistical significance: ***p<0.001 (Kastenbaum & Bowman test), 
#
p<0.05, 
##
p<0.01 (Dunnett’s test) as 
compared to the vehicle control. 
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Fig. 12 
Micronucleus test in glandular stomach (A), colon (B), and bone marrow (C) using rats administered PhIP for 4 
days. Each bar represents the frequency of micronucleated (MNed) cells or of MNed immature erythrocytes 
(IMEs). Each closed circle represents the number of Ki-67-positive cells (per gland or crypt) or the %IME. The 
horizontal axis represents dosage (mg/kg/day). Data expressed as mean  SD. n.a.: not analyzed.  
Statistical significance: *p<0.05, ***p<0.001 (Kastenbaum & Bowman test),
§
p<0.05 (Steel test) as compared to 
the vehicle control. 
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Table 2   
Frequency of micronucleated (MNed) cells or of MNed immature erythrocytes (IMEs) after 4 daily oral 
administration of gastrointestinal tract carcinogens (individual data) 
n.a.: not analyzed. 
Statistical significance: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (Kastenbaum & Bowman test) as compared to the vehicle 
control and 
+++
p<0.001 (Cochran-Armitage) in trend test. 
Chemical 
(mg/kg/day) 
Glandular stomach  Colon  Bone marrow 
Frequency Mean ± SD Frequency Mean ± SD Frequency Mean ± SD 
DW 0.10, 0.10, 0.00, 
0.15, 0.10 
0.09 ± 0.05  0.05, 0.05, 0.10, 
0.20, 0.10 
0.10 ± 0.06  0.35, 0.25, 0.05, 
0.30, 0.20 
0.23 ± 0.12 
MNU, 5.84 0.75, 0.55, 0.50, 
0.55, 0.65 
0.60 ± 0.10 
*** 
 0.60, 0.25, 0.35, 
0.20, 0.15 
0.31 ± 0.18 
*** 
 2.50, 1.85, 1.40, 
1.90, 3.95 
2.32 ± 0.99 
*** 
MNU, 11.7 0.85, 1.50, 0.70, 
0.45, 1.30 
0.96 ± 0.43 
*** 
 0.10, 0.30, 0.35, 
0.30, 0.35 
0.28 ± 0.10 
** 
 1.70, 2.95, 3.40, 
3.85, 3.60 
3.10 ± 0.85 
*** 
MNU, 23.4 1.55, 2.05, 2.60, 
2.80, 1.75 
2.15 ± 0.54 
*** 
 0.55, 0.50, 0.45, 
0.40, 0.65 
0.51 ± 0.10 
*** 
 n.a. n.a. 
MNU, 35.1 1.50, 2.60, 3.00, 
3.00, 2.80 
2.58 ± 0.63 
*** 
 0.65, 0.60, 0.60, 
1.00, 0.80 
0.73 ± 0.17 
*** 
 n.a. n.a. 
Trend  +++   +++   +++ 
0.5% MC 0.15, 0.10, 0.05, 
0.05, 0.10 
0.09 ± 0.04  0.00, 0.05, 0.10, 
0.10, 0.10 
0.07 ± 0.04  0.05, 0.10, 0.15, 
0.10, 0.25 
0.13 ± 0.08 
4NQO, 5 1.95, 1.80, 0.95, 
1.30, 1.45 
1.49 ± 0.40 
*** 
 0.15, 0.05, 0.05, 
0.05, 0.05 
0.07 ± 0.04  0.45, 0.10, 0.25, 
0.05, 0.15 
0.20 ± 0.16 
4NQO, 10 2.20, 2.40, 1.50, 
1.75, 1.90 
1.95 ± 0.36 
*** 
 0.10, 0.00, 0.10, 
0.10, 0.15 
0.09 ± 0.05  0.20, 0.10, 0.35, 
0.20, 0.20 
0.21 ± 0.09 
4NQO, 20 2.80, 2.85, 1.95, 
2.55, 2.05 
2.44 ± 0.42 
*** 
 0.00, 0.05, 0.05, 
0.30, 0.05 
0.09 ± 0.12  0.75, 0.35, 1.15, 
0.30, 0.60 
0.63 ± 0.34 
*** 
Trend  +++   n.a.   +++ 
PhIP, 50 0.10, 0.05, 0.05, 
0.05, 0.20 
0.09 ± 0.07  0.20, 0.20, 0.25, 
0.15, 0.10 
0.18 ± 0.06 
* 
 1.65, 2.50, 2.15, 
1.70, 2.20 
2.04 ± 0.36 
*** 
PhIP, 150 0.05, 0.05, 0.00, 
0.15, 0.05 
0.06 ± 0.05  0.45, 0.35, 0.25, 
0.45, 0.45 
0.39 ± 0.09 
*** 
 n.a. n.a. 
PhIP, 250 0.10, 0.05, 0.05, 
0.10, 0.00 
0.06 ± 0.04  1.15, 1.00, 0.55, 
1.00, 0.75 
0.89 ± 0.24 
*** 
 n.a. n.a. 
Trend  n.a.   +++   n.a. 
5% DMSO 0.05, 0.20, 0.15, 
0.05, 0.10 
0.11 ± 0.07  0.10, 0.00, 0.05, 
0.00, 0.05 
0.04 ± 0.04  0.30, 0.35, 0.20, 
0.15, 0.10 
0.22 ± 0.10 
MNNG, 6.25 0.30, 0.35, 0.20, 
0.60, 0.55 
0.40 ± 0.17 
*** 
 0.10, 0.00, 0.00, 
0.15, 0.15 
0.08 ± 0.08  0.15, 0.05, 0.25, 
0.00, 0.25 
0.14 ± 0.11 
MNNG, 12.5 0.45, 0.75, 0.75, 
0.50, 0.55 
0.60 ± 0.14 
*** 
 0.20, 0.05, 0.00, 
0.10, 0.10 
0.09 ± 0.07  0.15, 0.15, 0.30, 
0.10, 0.50 
0.24 ± 0.16 
MNNG, 25 1.15, 0.95, 1.25, 
1.40, 0.80 
1.11 ± 0.24 
*** 
 0.10, 0.05, 0.05, 
0.15, 0.10 
0.09 ± 0.04  0.25, 0.15, 0.15, 
0.05, 0.15 
0.15 ± 0.07 
MNNG, 50 1.05, 1.80, 1.95, 
1.05, 1.40 
1.45 ± 0.42 
*** 
 0.05, 0.05, 0.05, 
0.15, 0.05 
0.07 ± 0.04  0.10, 0.15, 0.15, 
0.10, 0.10 
0.12 ± 0.03 
Trend  +++   n.a.   n.a. 
DW 0.05, 0.00, 0.05, 
0.05, 0.10 
0.05 ± 0.04  0.05, 0.05, 0.05, 
0.20, 0.00 
0.07 ± 0.08  0.05, 0.10, 0.10, 
0.05, 0.05 
0.07 ± 0.03 
NMUT, 5 0.90, 1.40, 1.15, 
1.25, 1.30 
1.20 ± 0.19 
*** 
 0.05, 0.05, 0.00, 
0.05, 0.00 
0.03 ± 0.03  0.05, 0.05, 0.20, 
0.10, 0.25 
0.13 ± 0.09 
NMUT, 10 2.75, 2.05, 1.25, 
2.30, 2.00 
2.07 ± 0.55 
*** 
 0.05, 0.10, 0.00, 
0.00, 0.05 
0.04 ± 0.04  0.05, 0.05, 0.10, 
0.15, 0.15 
0.10 ± 0.05 
NMUT, 20 2.80, 2.50, 2.20, 
1.65, 3.55 
2.54 ± 0.71 
*** 
 0.15, 0.00, 0.15, 
0.10, 0.00 
0.08 ± 0.08  0.05, 0.10, 0.00, 
0.00, 0.10 
0.05 ± 0.05 
Trend  +++   n.a.   n.a. 
DW 0.10, 0.15, 0.10, 
0.05, 0.00 
0.08 ± 0.06  0.05, 0.00, 0.05, 
0.00, 0.05 
0.03 ± 0.03  0.10, 0.05, 0.15, 
0.10, 0.10 
0.10 ± 0.04 
DMH, 10 0.00, 0.05, 0.05, 
0.10, 0.10 
0.06 ± 0.04  0.35, 0.15, 0.20, 
0.45, 0.20 
0.27 ± 0.13 
*** 
 0.10, 0.05, 0.05, 
0.10, 0.10 
0.08 ± 0.03 
DMH, 20 0.05, 0.05, 0.00, 
0.10, 0.05 
0.05 ± 0.04  0.40, 0.65, 0.50, 
0.25, 0.35 
0.43 ± 0.15 
*** 
 0.15, 0.10, 0.10, 
0.05, 0.35 
0.15 ± 0.12 
DMH, 40 0.05, 0.05, 0.05, 
0.00, 0.05 
0.04 ± 0.02  1.05, 1.00, 0.55, 
0.95, 0.85 
0.88 ± 0.20 
*** 
 0.20, 0.30, 0.15, 
0.70, 0.25 
0.32 ± 0.22 
*** 
DMH, 80 0.10, 0.05, 0.10, 
0.10, 0.05 
0.08 ± 0.03  1.40, 1.90, 0.60, 
1.40, 1.05 
1.27 ± 0.48 
*** 
 0.70, 0.40, 0.45, 
0.45, 0.60 
0.52 ± 0.13 
*** 
Trend  n.a.   +++   +++ 
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Fig. 13 
Micronucleus test in glandular stomach (A), colon (B), and bone marrow (C) using rats administered KBrO3 120 
mg/kg/day for 4 days. Each bar represents the frequency of micronucleated (MNed) cells or of MNed immature 
erythrocytes (IMEs). Each closed circle represents the number of Ki-67-positive cells (per gland or crypt) or 
the %IME. Data expressed as mean  SD. N1: negative control group treated with DW. P: positive control group 
treated with DMH 88.6 mg/kg/day on day 1 and MNU 21.6 mg/kg/day on days 3-4.  
Statistical significance: *p<0.05, ***p<0.001 (Kastenbaum & Bowman method), 
##
p<0.01, 
###
p<0.001 (Student’s 
t-test) as compared to the negative control. 
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Fig. 14 
Micronucleus test in glandular stomach (A), colon (B), and bone marrow (C) using rats administered AM 1000 
mg/kg/day and QN 1000 mg/kg/day for 4 days. Each bar represents the frequency of micronucleated (MNed) cells 
or of MNed immature erythrocytes (IMEs). Each closed circle represents the number of Ki-67-positive cells (per 
gland or crypt) or the %IME. Data expressed as mean  SD. N2: negative control group treated with 2% Tween 
80. P: positive control group treated with DMH 88.6 mg/kg/day on day 1 and MNU 21.6 mg/kg/day on days 3-4.  
Statistical significance: ***p<0.001 (Kastenbaum & Bowman method), 
###
p<0.001 (Student’s t-test) as compared 
to the negative control. 
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Table 3 
Frequency of micronucleated (MNed) cells or of MNed immature erythrocytes (IMEs) after 4 daily oral 
administration of KBrO3, AM, and QN (individual data) 
n.a.: not analyzed. 
Statistical significance: *p<0.05, ***p<0.001 (Kastenbaum & Bowman test) as compared to the vehicle control. 
  
Chemical 
(mg/kg/day) 
Glandular stomach  Colon  Bone marrow 
Frequency Mean ± SD Frequency Mean ± SD Frequency Mean ± SD 
DW 0.00, 0.05, 0.15, 
0.10, 0.05 
0.07 ± 0.06  0.00, 0.05, 0.05, 
0.00, 0.00 
0.02 ± 0.03  0.10, 0.15, 0.10, 
0.30, 0.15 
0.16 ± 0.08 
KBrO3, 120 1.65, 1.55, 1.25, 
0.90, 1.15 
1.30 ± 0.30 
*** 
 0.10, 0.05, 0.05, 
0.20, 0.05 
0.09 ± 0.07 
* 
 1.25, 0.90, 1.20, 
1.00, 0.90 
1.05 ± 0.17 
*** 
MNU+DMH 
 
1.45, 1.10, 1.20, 
1.75, 1.25 
1.35 ± 0.26 
*** 
 0.40, 0.90, 0.75, 
1.45, 0.85 
0.87 ± 0.38 
*** 
 2.10, 1.35, 1.70, 
2.25, 2.05 
1.89 ± 0.36 
*** 
2% Tween 80 0.00, 0.00, 0.00, 
0.05, 0.05 
0.02 ± 0.03  0.10, 0.05, 0.00, 
0.20, 0.00 
0.07 ± 0.08  0.30, 0.25, 0.10, 
0.10, 0.25 
0.20 ± 0.09 
AM, 1000 0.15, 0.00, 0.05, 
0.05, 0.05 
0.06 ± 0.05  0.00, 0.00, 0.20, 
0.00, 0.05 
0.05 ± 0.09  0.25, 0.10, 0.30, 
0.25, 0.15 
0.21 ± 0.08 
QN, 1000 0.00, 0.00, 0.05, 
0.25, 0.10 
0.08 ± 0.10  0.15, 0.00, 0.10, 
0.10, 0.00 
0.07 ± 0.07  0.30, 0.10, 0.20, 
0.15, 0.10 
0.17 ± 0.08 
MNU+DMH 0.70, 2.00, 1.10, 
1.25, 1.35 
1.28 ± 0.47 
*** 
 0.40, 1.20, 0.50, 
0.60, 0.90 
0.72 ± 0.33 
*** 
 1.25, 2.15, 2.35, 
1.20, 3.45 
2.08 ± 0.92 
*** 
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Table 4  
Frequency of micronucleated (MNed) cells or of MNed immature erythrocytes (IMEs) in control animals 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
n: animal number, : not done. 
  
Substances 
Frequency of MNed cells or of MNed IMEs, mean ± SD,% 
Glandular stomach Colon 
Bone marrow 
Cell suspension 
method 
Smear method 
Negative control     
DW 0.07 ± 0.05 (n=20) 0.06 ± 0.06 (n=20) 0.13 ± 0.10 (n=15) 0.16 ± 0.08 (n=5) 
5% DMSO 0.11 ± 0.07 (n=5) 0.04 ± 0.04 (n=5) 0.22 ± 0.10 (n=5)  
0.5% MC 0.09 ± 0.04 (n=5) 0.07 ± 0.04 (n=5) 0.13 ± 0.08 (n=5)  
2% Tween 80 0.02 ± 0.03 (n=5) 0.07 ± 0.08 (n=5)  0.20 ± 0.09 (n=5) 
Total 0.07 ± 0.05 (n=35) 0.06 ± 0.06 (n=35) 0.15 ± 0.10 (n=25) 0.18 ± 0.09 (n=10) 
Positive control     
MNU + DMH 1.32 ± 0.36 (n=10) 0.80 ± 0.34 (n=10)  1.99 ± 0.67 (n=10) 
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Table 5 
Results of the multi-tissue micronucleus analyses in the glandular stomach, colon, and bone marrow of rats 
 
: positive, : negative, Inc.: inconclusive, ND: not done. 
BM: bone marrow, Ames: Ames test (test for gene mutation in bacteria), CA: in vitro metaphase chromosome 
aberration test or in vitro micronucleus test, MN: in vivo micronucleus test, PB: peripheral blood. 
Chemical
Multi-tissue MN test Reported data
Glandular
stomach
Colon BM Ames CA
MN
(BM/PB)
Carcinogenicity
MNU ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ Stomach, Colon
4NQO ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ Stomach
MNNG ＋ － － ＋ ＋ － Stomach
NMUT ＋ － － ＋ ＋ ND Stomach
DMH － ＋ ＋ Inc. ＋ ＋ Colon
PhIP － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ Colon
KBrO3 ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ Kidney
AM － － － － ＋ － Non
QN － － － ＋ ＋ － Non
MNU+DMH ＋ ＋ ＋ ND ND ND ND
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第四章 腺胃小核試験の 28 日間反復投与毒性試験への組み込みの検討 
1. 序文 
食品など経口摂取する物質の遺伝毒性評価には、被験物質が直接接触する消化管（特に
胃）を用いた試験が有効であると考えられることから、本研究では EDTA 処理による腺胃
小核標本の作製法を新規に開発した。また、in vivo 腺胃小核試験により遺伝毒性を評価す
る場合には、短期投与または長期投与のどちらかの試験方法を選択することになるため[1]、
第三章では短期投与条件下での試験法を検討し、消化管（腺胃と結腸）および骨髄での小
核誘発性を同一動物で評価する短期投与試験系を開発した。さらに本章では、長期投与条
件下で行う試験として、一般毒性試験の供試動物を用いた腺胃小核試験（28 日間反復投与
毒性試験への腺胃小核試験の組み込み）の妥当性を検討した。 
長期投与条件下で行う in vivo 遺伝毒性試験については、一般毒性試験の供試動物を用い
て試験を実施することで使用動物数を削減できることに加え、一般毒性試験で得られる毒
性プロファイルを考慮して遺伝毒性リスクを総合的に評価することができる。また ICH S2
（R1）ガイドラインには、動物愛護に関する 3R の概念に基づき、in vivo 試験を長期投与
とする場合、科学的に正しければ一般毒性試験に遺伝毒性の指標を組み込むことを考慮す
べきであることが記されている[1]。一般毒性試験への組み込みが可能な遺伝毒性試験とし
ては、バッテリー試験である造血細胞を用いる小核試験が知られている[1]。また、肝臓を
用いた小核試験についても一般毒性試験への組み込みが検討されている。成熟動物の肝臓
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は分裂活性が低く寿命の長い臓器（200 日以上）であるため、短期投与条件下での小核評
価には不向きであるが、被験物質を反復投与することで小核誘発性の評価が可能となるこ
とが知られている[95-97]。また、生体内の主要な代謝器官である肝臓を用いた小核試験は、
造血細胞を用いる小核試験で陰性となる肝発がん物質の検出に有用であることが報告され
ている[11,12,95,97]。そのため、腺胃小核試験が 28 日間反復投与毒性試験に組み込み可能
となると、3 つの臓器（腺胃、肝臓、造血細胞）を用いた小核同時評価が可能となり、被
験物質の生体内での動態を考慮した有益な遺伝毒性評価系になりうると考えられる。 
EDTA 処理法を用いた腺胃小核試験において評価対象となる被蓋上皮細胞は、腺胃増殖
帯で生じ、3～4 日かけて管腔側に移動した後に脱落する[40]。また、小核は細胞分裂の際
に生じるため、小核を保有する被蓋上皮細胞は胃粘膜に 3～4 日程度残存するものと考えら
れる。この仮説は、① 遺伝毒性物質投与後 3 および 4 日目の腺胃小核頻度が同程度である
こと[第二章]、② 遺伝毒性物質を単回投与した場合と比較して 4 日間投与することで腺胃
小核頻度が増加すること[第三章]からも支持される。一方、腺胃上皮に残存した小核保有
細胞は寿命である 4 日を過ぎると脱落するため、腺胃小核頻度は 4 日間投与条件下で最大
となり、それ以上投与期間を延長しても小核頻度の大幅な増加は認められないと考えられ
る。また毒性を有する被験物質の場合、通常、反復投与時の最大投与可能用量は短期投与
時に比べ低下する。そのため、28日間反復投与毒性試験に腺胃小核試験を組み込む際には、
28日間反復投与可能な低用量域において遺伝毒性評価が可能であることを確認する必要が
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ある。そこで本章では、遺伝毒性発がん物質を 4、14 および 28 日間反復経口投与したラッ
トの腺胃小核頻度を調べることで、28 日間反復投与条件下で実施する腺胃小核試験の妥当
性を評価した。また供試動物については、一般毒性試験の検査項目である体重測定、一般
状態の観察および病理組織学的検査を実施することで、一般毒性試験との同時実施の可能
性について検討した。さらに同動物を用いて、一般毒性試験への組み込みが可能と考えら
れる肝臓と骨髄を用いる小核試験および前章で組み合わせ試験として実施した結腸小核試
験を合わせて実施し、腺胃以外の臓器を用いて小核誘発性の有無を調べた。 
今回の検討では、小麦粉改良剤として製パンに使用される食品添加物である KBrO3をモ
デル化合物として用いた。KBrO3 は遺伝毒性および発がん性を有し、その作用機序には酸
化的ストレスやプロモーション作用が関与しているものと考えられている[56,63,64]。その
ため、欧州では使用禁止、日米では最終食品完成前に分解・除去することが義務付けられ
ている。バッテリー試験の成績として、細菌を用いる復帰突然変異試験（Ames 試験,代謝
活性化系存在下および非存在下）、in vitro 培養細胞を用いる染色体異常試験（代謝活性化
系非存在下）および骨髄小核試験での陽性結果が報告されている[37,54-58,62]。また、腎臓、
腹膜、甲状腺での発がん報告があるが、ラットの胃、結腸、肝臓における発がん報告はな
い[56,63-65]。さらに KBrO3 を経口投与したラットの腎臓では、DNA の断片化、小核保有
細胞の増加、8-hydroxy-2’-deoxyguanosine（8-OHdG）の増加および変異頻度の増加（GC か
ら TA への塩基置換）が認められる[61,98,99]。ラットの消化管や肝臓への遺伝毒性の影響
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としては、本研究で開発した短期投与条件下での腺胃、結腸、骨髄の小核同時評価系（4
日間投与試験）により、腺胃と骨髄において小核頻度の増加が認められたが、結腸では認
められなかった[第三章]。また、Kasai らは、KBrO3を経口投与したラットの肝臓において、
8-OHdG の増加が認められないことを報告している[98]。そのため、KBrO3の 28 日間反復
投与小核試験では、腺胃と骨髄で陽性成績が、結腸と肝臓で陰性成績が得られるものと予
想される。 
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2. 材料と方法 
2.1. 動物 
4.5 週齢の雄性 Crl:CD（SD）ラットを日本チャールス･リバー㈱より購入し、10 日間の
馴化後、投与に用いた。Crl:CD（SD）ラットは造血細胞を用いる小核試験および一般毒性
試験において一般的に用いられるラットの系統である。動物は通常の飼育室において 1 ケ
ージあたり 2～3 匹を飼育し、固型飼料［F-2、㈱船橋農場］および自家水道水を自由摂取
させた。なお、本動物実験は、㈱ヤクルト本社中央研究所における動物実験等実施に関す
る規程に従い、㈱ヤクルト中央研究所 動物実験委員会の承認を得て実施した。 
 
2.2. 化学物質 
臭素酸カリウム ［CAS 7758-01-2、Lot No. PEM1558、純度 99.8%以上、和光純薬工業㈱］ 
を DW により所定の濃度に溶解し、すぐに投与に用いた。 
 
2.3. 投与および処置 
DW または KBrO3を 1 日 1 回、4 日間、14 日間および 28 日間経口投与した。KBrO3 4 日
間投与群の投与用量は 80 mg/kg 体重/day とした。また、KBrO3 14 および 28 日間投与群の
投与用量は 40、60 および 80 mg/kg 体重/day とした。これらの用量は、Hamada らの報告[62]
および予備試験で認められた毒性兆候（体重減少など）をもとに決定した。全ての投与は
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ゾンデを用いた胃内強制経口投与とし、投与容量を 10 mL/kg 体重とした。試験では、1 群
5 匹のラットを用いた。投与期間中、以下の投与日に体重を測定した。4 日間投与試験では
1 日 1 回、14 日間投与試験では投与第 1、4、8、11、14、15 日目、28 日間投与試験では投
与第 1、4、8、11、15、18、22、25、28、29 日目。また投与日（投与前後）および剖検日
に、動物の一般状態を観察した。 
18 時間の絶食を行った後、最終投与後 24 時間目にペントバルビタール麻酔下において
腹部大動脈を切断することで放血し安楽死させた。その後、腺胃、結腸、肝臓、右大腿骨、
腎臓を採材した。また、全例の肝臓および腎臓の重量を測定した。 
 
2.4. 病理組織学的検査 
小核試験を実施した全動物の腺胃、結腸、肝臓および腎臓について、病理組織学的検査
を実施した。定法に従い、肝臓（外側左葉の一部）、腺胃［胃体部と幽門部を含む領域（Fig. 
5A-2 の a）］、結腸［近位および中央部（Fig. 6A の a, c）］および左側腎臓を 10%中性緩
衝ホルマリンにより固定後、パラフィンに包埋した。パラフィン包埋した組織を薄切した
のち、ヘマトキシリン・エオシンにより染色して病理組織標本とし、光学顕微鏡下におい
て検査を実施した。 
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2.5. 腺胃小核試験 
大山らとともに開発したラット腺胃小核試験の方法[40]に準じて実施した（Fig. 5）。す
なわち、病理組織学的検査に使用しない腺胃部分（Fig. 5A-2 の b）を玉付きガラス棒に裏
返し、1 mM EDTA と 2 mM DTT を含む HBSS 中でインキュベートすることで上皮細胞を
剥離した。剥離した上皮細胞をピペッティングにより単離し、メッシュに通して夾雑物を
取り除いた。遠心により細胞を回収し、10%中性緩衝ホルマリンで固定した。その後、10%
中性緩衝ホルマリンを交換し、観察時まで 4℃で保存した。 
観察時に AO と DAPI の混合染色液（AO：50 g/mL、DAPI：2.5 g/mL）と細胞懸濁液
を等量を混合し、蛍光顕微鏡下［UV 励起（365 nm）、600 倍］で観察した。観察には暗号
を付した標本を用い、1 個体あたり 2000 個の上皮細胞を観察して小核を有する細胞の割合
（小核頻度）を算出した。 
 
2.6. 結腸小核試験 
大山らとともに開発したラット結腸小核試験の方法[40]に準じて実施した（Fig. 6）。す
なわち、病理組織学的検査に使用しない結腸部分（Fig. 6A の b, d）を粘膜面が表になるよ
うにガラス棒に裏返し、1 mM EDTA を含む HBSS（pH 6.8）中でインキュベートすること
で上皮細胞を剥離した。途中、5 分間の振動を 2 回繰り返した。剥離した上皮細胞をピペ
ッティングにより単離後、遠心により回収し、10%中性緩衝ホルマリンで固定した。その
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後、10%中性緩衝ホルマリンを交換し、観察時まで 4℃で保存した。 
観察時に AO と DAPI の混合染色液（AO：125 g/mL、DAPI：2.5 g/mL）と細胞懸濁液
を等量混合し、蛍光顕微鏡下［UV 励起（365 nm）、600 倍］で観察した。観察には暗号を
付した標本を用い、1 個体あたり 2000 個の上皮細胞を観察し、小核を有する細胞の割合（小
核頻度）を算出した。なお、40 mg/kg/day 投与群については結腸小核試験を実施しなかっ
た。 
 
2.7. 肝小核試験 
Narumi らの非潅流法[95,96]により行った。すなわち、組織標本用の組織採取部位に隣接
した外側左葉の中央部約 1 g をカミソリにて 1 mm 程度に細分し、コラゲナーゼ液［コラゲ
ナーゼ-ヤクルト S（Lot.100225-01、ヤクルト薬品工業㈱）100 U/mL in HBSS、pH 7.5］中
にてインキュベートした（37℃、振盪速度；50～70 rpm、1 時間）。途中、180 rpm、1 分
間の振盪を 2 回行った。その後、臓器片がほぐれるまでピペッティングし、セルストレー
ナー（100 m）でろ過後、遠心（50 g、2 分、4℃）して細胞を回収した。10%中性緩衝ホ
ルマリンで固定後、適量の 10%中性緩衝ホルマリンに再度懸濁させ、観察時まで 4℃で保
存した。 
観察時に AO と DAPI の混合染色液（AO：500 g/mL，DAPI：10 g/mL）と細胞懸濁液
を等量混合し、蛍光顕微鏡下［UV 励起（365 nm）、400 倍］で観察した。また観察には暗
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号を付した標本を用いた。観察対象細胞は、単核、2 核、多核を含む全ての肝細胞（細胞
膜が明瞭であり、他の細胞との境界が明瞭なもの）とした。1 個体あたり 2000 個の肝細胞
（分裂期細胞を除く）を観察し、小核を有する細胞の割合（小核頻度）を算出した。また、
1 個体あたり 2000 個の肝細胞を観察し、分裂期細胞の割合（MI 値）を算出した。 
 
2.8. 骨髄小核試験 
Kawabata らの細胞懸濁法[78]により行った。すなわち、1 mL の 10%中性緩衝ホルマリン
で大腿骨から骨髄細胞を遠心管に洗い出し、5 分程度静置した後に上清を回収した。さら
に 10%中性緩衝ホルマリン 1 mL を加えて遠心し、骨髄細胞を回収した。その後、10%中性
緩衝ホルマリンを交換し、暗号を付して、観察時まで 4℃で保存した。 
40 g/mL AO 液と細胞懸濁液を等量ずつスライドガラス上で混合し、カバーガラスをか
けて蛍光顕微鏡下［IB 励起（490 nm）、600 倍］で観察した。個体ごとに、① 2000 個の
幼若赤血球を観察し、小核を有する幼若赤血球の割合（小核頻度）、② 1000 個の全赤血
球を観察し、全赤血球に占める幼若赤血球の割合（幼若赤血球比）を算出した。 
 
2.9. Ki-67 陽性細胞数を指標とした細胞増殖抑制の評価 
抗 Ki-67 抗体による免疫組織化学染色により、腺胃と結腸での細胞増殖抑制の有無を評
価した。評価には 1 群あたり 3 匹の動物を用いた。抗 Ki-67 抗体による免疫組織化学染色
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は、第三章で行った方法に準じて実施した。すなわち、上記 2.4.項にて作製したパラフィ
ン組織標本を脱パラフィン後、3%過酸化水素水に 5 分浸漬した。TBS で洗浄後、賦活化溶
液（Target Retrieval Solution Concentrated）により賦活化した後、一次抗体（Monoclonal mouse 
Anti-Rat Ki-67 Antigen, clone MIB-5）と 1 時間反応させた。その後、ビオチン標識二次抗体
（Immunoglobulins/Biotinylatied Rabbit Polyclonal Anti-Mouse）および HRP 標識ストレプトア
ビジンにそれぞれ 30 分間反応させた後、DAB により発色させた。免疫組織化学染色を行
った標本は、ヘマトキシリンによる染色を行った。 
光学顕微鏡下（600 倍）において 1 個体あたり 30 本の胃体部の胃腺および 20 本の結腸
クリプトを観察し、胃腺またはクリプト 1 本あたりの Ki-67 陽性細胞数を算出した。 
 
2.10. 統計 
小核保有細胞の出現数については、Kastenbaum and Bowman の統計学的方法を用いて投
与期間毎に溶媒対照群と KBrO3投与群との検定を行った（有意水準 0.1%、1%および 5%、
片側）。また、有意性が認められた場合には、Cochran-Armitage による傾向検定を行った
（有意水準 0.1%、1%および 5%、片側）。その他の計量データについても、投与期間毎に
溶媒対照群と KBrO3投与群との比較を行った。すなわち、2 群間での比較の場合には F 検
定により等分散性の検定（有意水準 5％、両側）を行い、等分散の場合は Student の t-検定、
不等分散の場合は Aspin-Welch の t-検定により、両群間の差を検定した（有意水準 0.1%、
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1%および 5%、両側）。多群間での比較の場合には、Bartlett 法による等分散性の検定（有
意水準 5％、両側）を行い、分散が等しい場合には一元配置分散分析、分散が等しくない
場合には Kruskal-Wallis の検定を行った（有意水準 0.1%、1%および 5%、両側）。 
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3. 結果 
3.1. 体重および一般状態の変化 
4、14、28 日間投与試験のいずれにおいても、溶媒対照群と KBrO3投与群の体重値に、
統計学的に有意な違いは認められなかった（Fig. 15）。しかし、KBrO3 投与による微弱な
体重増加抑制は認められ、28 日間投与試験における 60 および 80 mg/kg 投与群においてそ
れぞれ 25 および 11 日目以降に溶媒対照群と比較して有意な体重増加の抑制が認められた
（data not shown）。KBrO3投与に起因する一般状態の変化は認められなかった。 
 
3.2. 臓器重量の変化 
 4 および 14 日間投与試験の 80 mg/kg 投与群ならびに 28 日間投与試験の 60 および 80 
mg/kg 投与群において、腎臓の相対重量が溶媒対照群と比較して有意に増加した（Table 6）。
KBrO3投与による肝重量の変化は認められなかった。 
 
3.3. 病理組織学的変化 
14 日間投与試験では、60 および 80 mg/kg 投与群の腺胃において、増殖帯近辺の上皮細
胞に核破砕/核濃縮像がごく僅かに認められた（Table 7）。また、腎臓の近位尿細管の細胞
質に好酸性小体/硝子滴像がみられ、その像は用量依存的に増加した（Table 8）。 
28 日間投与試験では、14 日間投与試験で認められた腺胃と腎臓での病理所見が、より重
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症化して認められた（Table 7, 8、Fig. 16, 17）。腎臓では、近位尿細管上皮細胞の変性が認
められた（Table 8、Fig. 17D）。 
一方、4 日間投与試験では、病理組織学的検査を行ったいずれの臓器においても KBrO3
投与に起因する病理組織学的な変化は認められなかった。また、14、28 日間投与試験にお
いて、KBrO3投与に起因する病理組織学的な変化は、結腸と肝臓では認められなかった。 
 
3.4. 腺胃、結腸、肝臓、骨髄の小核試験 
腺胃では、いずれの投与期間においても、小核頻度と Ki-67 陽性細胞数の有意な増加が
認められ、14 および 28 日間投与試験ではそれぞれ用量相関性が確認された（Fig. 18、Table 
9）。4 および 14 日間投与後の小核頻度は、それぞれ 0.84%、0.87%（80 mg/kg 投与群）で
同程度となった。また、14 および 28 日間投与後の小核頻度は、それぞれ 0.37%、0.66%（40 
mg/kg 投与群）、0.67%、0.76%（60 mg/kg 投与群）、0.87%、1.28%（80 mg/kg 投与群）と
なり、28 日間投与することで若干の増加傾向を示した。投与期間の延長に起因する Ki-67
陽性細胞数の増減は認められなかった。 
一方、結腸や肝臓において小核頻度の増加は認められなかった（Fig. 19, 20、Table 10, 11）。
また、これらの臓器において、Ki-67 陽性細胞数や MI 値の減少は認められず、細胞増殖抑
制は認められなかった。 
骨髄では、いずれの投与期間においても小核頻度の有意な増加が認められ、14 および 28
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日間投与試験では用量相関性が確認された（Fig. 21、Table 12）。また、骨髄での増殖抑制
は認められなかった。 
以上より、KBrO3を 4～28 日間投与した多臓器小核試験では、いずれの投与期間におい
ても、腺胃および骨髄を用いた小核試験では陽性、結腸および肝臓を用いた小核試験では
陰性の成績が得られた（Table 13）。 
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4．考察 
今回、KBrO3を 40～80 mg/kg/day の用量で 4、14、28 日間経口投与した動物では、標的
臓器の腎臓で毒性変化（重量増加や好酸性小体/硝子滴の増加）が認められた。さらに、28
日間投与した動物では体重増加抑制や尿細管上皮の変性が認められた。これらの所見は、
Kurokawa らや Deangelo らの報告した、KBrO3 を飲水投与したラットで認められる毒性所
見と一致した[56,63,64]。また、いずれの投与期間においても骨髄小核頻度の増加が認めら
れ、28 日間投与後の小核頻度は Hamada らの報告値[62]と近似していた。以上より、今回
の試験は KBrO3の毒性が認められる用量域で実施しており、一般毒性試験における用量設
定要件を満たしていることが確認された。 
腺胃の小核頻度は、4～28 日間のいずれの投与期間でも有意に増加し、14 および 28 日間
投与試験での用量依存性も確認された。第三章では KBrO3 の 4 日間投与（投与用量：120 
mg/kg/day）により腺胃小核頻度が増加する結果が得られたが、今回の 4 日間投与試験（投
与用量：80 mg/kg/day）でも結果は再現された。また、14 および 28 日間投与試験では、細
胞増殖亢進の認められた高用量群のみならず、増殖亢進の認められない低および中用量群
においても小核頻度の有意な増加が認められた。さらに、KBrO3 は代謝活性化系非存在下
における in vitro 培養細胞を用いる染色体異常試験および小核試験において陽性を示すこ
とが報告されている[37,54-56]。これらのことから、今回認められた小核頻度の増加は、
KBrO3の遺伝毒性によるものと考えられる。以上のように、KBrO3の投与期間を 28 日まで
68 
 
延長しても腺胃小核試験での陽性結果が得られたことから、28 日間反復投与条件下におい
ても腺胃小核試験での遺伝毒性評価が可能であることが示された。 
第三章では、遺伝毒性物質を 4 日間投与した場合に、単回投与時と比較して腺胃小核頻
度が 2.3～4.1 倍程度増加することを確認した。これは、試験に用いる腺胃上皮細胞の寿命
が 3～4 日であり、4 日間の投与期間中に小核保有細胞が蓄積されて小核頻度が増加するた
めと考える。また、分裂後 4 日を過ぎると小核保有細胞は管腔内に脱落するため、投与期
間を 4 日間以上に延長しても小核頻度は増加しないものと考えられる。今回の試験では、4
～28 日間投与後の腺胃小核頻度に大きな違いは認められず、上記の仮説は支持された。従
って、短期投与および長期投与条件下において最大投与可能量が同じであるような低毒性
の物質（例えば食品など）を評価する場合には、28 日間反復投与条件下で実施する腺胃小
核試験により遺伝毒性評価が可能であることが示唆された。また、被験物質の毒性が強く、
28 日間投与可能な用量が短期投与時に比べて著しく低下する場合には、被験物質の投与用
量を高く設定できる短期投与条件下での評価（例えば第三章で開発した 4 日間投与試験に
よる評価）が適切であると考えられた。腺胃小核試験を短期投与あるいは反復投与のどち
らの試験条件下で実施することが適切であるかの判断については、ICH S2（R1）ガイドラ
インに従い[1]、試験開始前に得られる反復投与毒性試験の投与量が適切かどうかの情報よ
り判断されるべきであると考えられた。 
腺胃小核試験を一般毒性試験に組み込む場合には、病理組織学的検査と小核誘発性の評
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価を同一動物で実施する必要がある。病理組織学的検査における胃のトリミング部位につ
いては、欧州 RITA データベース（Registry of Industrial Toxicology Animal-data）グループと
NACAD（North American Control Aminal Database）グループの報告した共同論文において、
① 噴門部から十二指腸にかけての前胃、胃底部、幽門部および幽門括約筋を含む領域、な
らびに② 前胃と腺胃の境界領域の 2 領域が示されている[100]。本実験では胃底部および
幽門部を用いて病理組織学的検査を行い、投与用量や投与日数に依存した核濃縮や核破砕
像の増加を確認することができた。さらに著者は、腺胃小核試験の実施と合わせて、前胃、
胃底部、幽門部および幽門括約筋を含む領域ならびに前胃と腺胃の境界領域を用いた病理
組織学的検査が可能となる切り出し部位を確かめていることから（data not shown）、同一
動物を用いての病理組織学的検査と小核誘発性の評価は可能と考えている。 
結腸や肝臓では、いずれの投与期間でも小核誘発性は認められなかった。これらの結果
は、KBrO3投与によりラットの結腸や肝臓での発がん報告がない事実[56,63-65]と一致して
いる。結腸については、KBrO3投与に起因した病理組織学的変化および細胞増殖活性への
影響は認められておらず、結腸での毒性変化は示されていない。経口投与された KBrO3は
胃から速やかに血中に移行すること、また胃、小腸、血中および尿中で素早く分解される
ことが報告されている[56,91]。そのため、4 日間投与時と同様に[第三章]、経口投与された
KBrO3は結腸に十分量曝露されず、重篤な染色体損傷が認められなかったものと考える。 
さらに肝臓においても、KBrO3 投与に起因した臓器重量の変化、病理組織学的変化およ
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び MI 値の変化は認められなかった。Kasai らは、KBrO3をラットに経口投与した場合、腎
臓では 8-OHdG が増加するが、同動物の肝臓では増加しないことを報告している[98]。そ
のため、KBrO3 を経口投与したラットの肝臓には毒性または遺伝毒性の影響は少ないと考
えられ、今回の肝小核試験陰性結果は妥当と考えられた。 
KBrO3を用いた今回の検討では、4 日間投与試験の成績と同様に、14 または 28 日間反復
投与条件下においても腺胃小核頻度の増加が認められた。また、その頻度は投与期間の違
いにより大きな影響を受けないことが明らかとなった。そのため、反復投与条件下におい
て著しい投与可能用量の低下が認められない場合には、腺胃小核試験の 28 日間反復投与毒
性試験への組み込みは可能であることが示唆された。 
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Fig. 15 
Changes in body weight of the DW and KBrO3 treatment groups in the 4-day (A), 14-day (B) and 28-day (C) 
experiments. The data are expressed as the mean  SD (○: DW treatment groups, △: KBrO3 40 mg/kg treatment 
groups, □: KBrO3 60 mg/kg treatment groups, ◇: KBrO3 80 mg/kg treatment groups). The dosages using in the 
4-day experiment were only 0 (DW) and 80 mg/kg.  
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Table 6 
Organ weight 
 
AB: Absolute weight. RE: Relative weight by body weight. 
Statistical significance: *p<0.05 (Student’s t-test), 
#
p<0.05, 
##
p<0.01 (Dunnett’s test) compared to the DW control. 
  
AB RE AB RE
(g) (g/100g) (g) (g/100g)
DW 202.1 6.65 3.29 1.83 0.91
KBrO3 80 201.8 6.97 3.46 2.02  1.00*
DW 295.9 9.30 3.14 2.51 0.85
KBrO3 40 289.6 9.38 3.24 2.60 0.90
KBrO3 60 273.7 8.68 3.17 2.56 0.93
KBrO3 80 285.8 9.21 3.22 2.77   0.97
##
DW 382.9 10.92 2.86 2.79 0.73
KBrO3 40 365.0 10.77 2.94 3.01 0.82
KBrO3 60 352.8 10.69 3.01 3.11   0.88
##
KBrO3 80 322.8
# 9.44 2.93 3.22   1.00##
Kidney
Administration
 period
4 days
14 days
28 days
Liver
Body
 weight (g)
Substance/
Dosage(mg/kg)
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Table 7 
Pathological findings (glandular stomach) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Grade signs: , negative; , very slight; , slight; , moderate; , severe. 
  
Period 
Substance/ 
dosage 
(mg/kg) 
Glandular stomach 
Karyorrhexis / pyknosis, 
epithelium near the proliferative zone 
     
4 days DW 5 0 0 0 0 
 KBrO3 80 5 0 0 0 0 
14 days DW 5 0 0 0 0 
 KBrO3 40 5 0 0 0 0 
 KBrO3 60 0 5 0 0 0 
 KBrO3 80 0 5 0 0 0 
28 days DW 5 0 0 0 0 
 KBrO3 40 0 0 5 0 0 
 KBrO3 60 0 0 5 0 0 
 KBrO3 80 0 0 5 0 0 
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Table 8 
Pathological findings (kidney) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Grade signs: , negative; , very slight; , slight; , moderate; , severe. 
  
Period 
Substance/ 
dosage 
(mg/kg) 
Kidney 
Eosinophilic body /  
hyaline droplet, 
proximal tubule epithelium 
 
Degeneration, 
proximal tubule epithelium 
           
4 days DW 3 2 0 0 0  5 0 0 0 0 
 KBrO3 80 2 3 0 0 0  5 0 0 0 0 
14 days DW 1 4 0 0 0  5 0 0 0 0 
 KBrO3 40 0 0 5 0 0  5 0 0 0 0 
 KBrO3 60 0 0 4 1 0  5 0 0 0 0 
 KBrO3 80 0 0 0 5 0  5 0 0 0 0 
28 days DW 0 5 0 0 0  5 0 0 0 0 
 KBrO3 40 0 0 1 2 2  4 1 0 0 0 
 KBrO3 60 0 0 0 1 4  3 2 0 0 0 
 KBrO3 80 0 0 0 1 4  4 0 1 0 0 
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Fig. 16 
HE staining of the glandular stomachs from rats receiving either 4 days of treatment with DW (A) or 28 days of 
80 mg/kg KBrO3 (B). Magnification: 200×. 
Nuclear karyorrhexis/pyknosis was not observed in (A); however, (B) shows slight nuclear karyorrhexis/pyknosis 
near the proliferative zone (, arrows). 
  
A                                            B
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Fig. 17 
HE staining of the kidneys from rats receiving either 4 days of treatment with DW (A, C) or 28 days of 80 mg/kg 
KBrO3 (B, D). Magnification: 100× (A, B) and 200× (C, D).  
In (A) and (C), eosinophilic body/hyaline droplets and degeneration were not observed. However, (B) and (D) 
show the formation of eosinophilic body/hyaline droplets and degeneration in the proximal tubular epithelium 
( and , respectively). 
  
A                                                         B
C                                                         D
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Fig. 18 
Frequency of MNed cells and cell proliferation in glandular stomach after KBrO3 administration for 4, 14, and 28 
days. Each bar represents the frequency of micronucleated (MNed) cells, and each closed circle represents the 
number of Ki-67-positive cells per gland. The data are expressed as the mean  SD.  
Statistical significance: *p<0.001 (Kastenbaum and Bowman test), 
#
p<0.05 (Dunnett’s test) compared to the DW 
control. 
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Table 9 
Frequency of micronucleated (MNed) cells in glandular stomach after KBrO3 administration for 4, 14, and 28 
days (individual data) 
 
; not done.  
Statistical significance: ***p<0.001 (Kastenbaum & Bowman method) as compared with DW control and 
++
p<0.01 (Cochran-Armitage) in trend test. 
  
 
Chemical 
(mg/kg/day) 
Animal 
number 
Frequency of MNed cells 
4 days 14 days 28 days 
DW 1 0.10 0.10 0.05 
 2 0.05 0.00 0.15 
 3 0.15 0.10 0.00 
 4 0.10 0.05 0.05 
 5 0.10 0.05 0.10 
 Mean ± SD 0.10 ± 0.04 0.06 ± 0.04 0.07 ± 0.06 
KBrO3 1 - 0.05 0.75 
40 2 - 0.50 0.75 
 3 - 0.30 0.80 
 4 - 0.45 0.50 
 5 - 0.55 0.50 
 Mean ± SD - 0.37 ± 0.20*** 0.66 ± 0.15*** 
KBrO3 1 - 0.70 1.05 
60 2 - 0.50 0.85 
 3 - 0.80 0.70 
 4 - 0.65 0.60 
 5 - 0.70 0.60 
 Mean ± SD - 0.67 ± 0.11*** 0.76 ± 0.19*** 
KBrO3 1 1.00 1.05 1.35 
80 2 0.80 0.95 2.00 
 3 0.65 0.50 0.95 
 4 0.95 1.05 0.90 
 5 0.80 0.80 1.20 
 Mean ± SD 0.84 ± 0.14*** 0.87 ± 0.23*** 1.28 ± 0.44*** 
Trend  ++ ++ ++ - 
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Fig. 19 
Frequency of MNed cells and cell proliferation in the colon after KBrO3 administration for 4, 14, and 28 days. 
Each bar represents the frequency of micronucleated (MNed) cells, and each closed circle represents the number 
of Ki-67-positive cells per crypt. The data are expressed as the mean  SD. 
  
0.0
0.5
0.0 
0.5 
1.0 
1.5 
2.0 
0 80 0 40 60 80 0 40 60 80
0
15
30
0.0 
0.5 
1.0 
1.5 
2.0 
0 80 0 60 80 0 60 80
0
50
100
0.0 
0.5 
1.0 
1.5 
2.0 
0 80 0 40 60 80 0 40 60 80
*
*
*
*
*
*
M
N
e
d
c
e
ll 
fr
e
q
u
e
n
c
y
 (
%
) 
M
N
e
d
c
e
ll 
fr
e
q
u
e
n
c
y
 (
%
) 
％
IM
E
 
N
u
m
b
e
r 
o
f 
K
i-
6
7
-p
o
s
it
iv
e
 c
e
lls
N
u
m
b
e
r 
o
f 
K
i-
6
7
-p
o
s
it
iv
e
 c
e
lls
 
M
it
o
ti
c
 in
d
e
x
A. Liver B. Bone marrow
C. Glandular stomach D. Colon
4 days 14 days 28 days
(mg/kg)
4 days 14 days 28 days
(mg/kg)
M
N
e
d
IM
E
fr
e
q
u
e
n
c
y
 (
%
) 
M
N
e
d
c
e
ll 
fr
e
q
u
e
n
c
y
 (
%
) 
4 days 14 days 28 days
(mg/kg)
4 days 14 days 28 days
(mg/kg)
0
15
30
0.0 
0.5 
1.0 
1.5 
2.0 
0 80 0 40 60 80 0 40 60 80
*
*
*
*
*
*
*
♯
♯
80 
 
Table 10 
Frequency of micronucleated (MNed) cells in colon after KBrO3 administration for 4, 14, and 28 days (individual 
data) 
 
; not done. 
 
  
 
Chemical 
(mg/kg/day) 
Animal 
number 
Frequency of MNed cells 
4 days 14 days 28 days 
DW 1 0.20 0.20 0.05 
 2 0.05 0.15 0.10 
 3 0.15 0.10 0.15 
 4 0.05 0.05 0.20 
 5 0.10 0.00 0.05 
 Mean ± SD 0.11 ± 0.07 0.10 ± 0.08 0.11 ± 0.07 
KBrO3 1 - 0.20 0.05 
60 2 - 0.05 0.00 
 3 - 0.05 0.05 
 4 - 0.05 0.00 
 5 - 0.05 0.10 
 Mean ± SD - 0.08 ± 0.07 0.04 ± 0.04 
KBrO3 1 0.25 0.15 0.20 
80 2 0.10 0.05 0.05 
 3 0.00 0.05 0.10 
 4 0.15 0.15 0.15 
 5 0.05 0.05 0.20 
 Mean ± SD 0.11 ± 0.10 0.09 ± 0.05 0.14 ± 0.07 
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Fig. 20 
Frequency of MNed cells and cell proliferation in the liver after KBrO3 administration for 4, 14, and 28 days. 
Each bar represents the frequency of micronucleated (MNed) cells, and each closed circle represents the mitotic 
index of hepatocytes. The data are expressed as the mean  SD. 
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Table 11 
Frequency of micronucleated (MNed) cells in liver after KBrO3 administration for 4, 14, and 28 days (individual 
data) 
 
; not done. 
  
 
Chemical 
(mg/kg/day) 
Animal 
number 
Frequency of MNed cells 
4 days 14 days 28 days 
DW 1 0.00 0.00 0.00 
 2 0.10 0.00 0.00 
 3 0.10 0.00 0.00 
 4 0.00 0.00 0.05 
 5 0.05 0.10 0.10 
 Mean ± SD 0.05 ± 0.05 0.02 ± 0.04 0.03 ± 0.04 
KBrO3 1 - 0.05 0.05 
40 2 - 0.00 0.05 
 3 - 0.00 0.05 
 4 - 0.05 0.00 
 5 - 0.00 0.00 
 Mean ± SD - 0.02 ± 0.03 0.03 ± 0.03 
KBrO3 1 - 0.00 0.10 
60 2 - 0.00 0.05 
 3 - 0.00 0.15 
 4 - 0.05 0.00 
 5 - 0.05 0.05 
 Mean ± SD - 0.02 ± 0.03 0.07 ± 0.06 
KBrO3 1 0.05 0.00 0.05 
80 2 0.15 0.05 0.00 
 3 0.05 0.00 0.05 
 4 0.10 0.00 0.00 
 5 0.00 0.10 0.00 
 Mean ± SD 0.07 ± 0.06 0.03 ± 0.04 0.02 ± 0.03 
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Fig. 21 
Frequency of MNed cells and cell proliferation in the bone marrow after KBrO3 administration for 4, 14, and 28 
days. Each bar represents the frequency of micronucleated immature erythrocytes (MNed IMEs), and each closed 
circle represents %IME. The data are expressed as the mean  SD.  
Statistical significance: *p<0.001 (Kastenbaum and Bowman test) compared to the DW control. 
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Table 12 
Frequency of micronucleated (MNed) immature erythrocytes (IMEs) in bone marrow after KBrO3 administration 
for 4, 14, and 28 days (individual data) 
 
; not done. 
Statistical significance: ***p<0.001 (Kastenbaum & Bowman method) as compared with DW control and 
++
p<0.01 (Cochran-Armitage) in trend test. 
 
  
 
Chemical 
(mg/kg/day) 
Animal 
number 
Frequency of MNed IMEs 
4 days 14 days 28 days 
DW 1 0.10 0.10 0.20 
 2 0.05 0.10 0.15 
 3 0.25 0.30 0.00 
 4 0.20 0.05 0.10 
 5 0.05 0.25 0.05 
 Mean ± SD 0.13 ± 0.09 0.16 ± 0.11 0.10 ± 0.08 
KBrO3 1 - 0.20 0.30 
40 2 - 0.45 0.55 
 3 - 0.10 0.45 
 4 - 0.10 0.55 
 5 - 0.50 0.10 
 Mean ± SD - 0.27 ± 0.19 0.39 ± 0.19*** 
KBrO3 1 - 0.40 1.00 
60 2 - 0.30 0.70 
 3 - 0.40 0.80 
 4 - 0.40 0.35 
 5 - 0.55 0.55 
 Mean ± SD - 0.41 ± 0.09*** 0.68 ± 0.25*** 
KBrO3 1 0.30 0.55 1.05 
80 2 0.40 1.05 1.00 
 3 0.20 0.65 0.60 
 4 0.60 0.25 0.65 
 5 0.45 0.95 1.30 
 Mean ± SD 0.39 ± 0.15*** 0.69 ± 0.32*** 0.92 ± 0.29*** 
Trend  ++ ++ ++ - 
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Table 13 
Overall summary of results 
 Administration 
period 
Increase of MNed 
cell frequency 
Inhibition of cell 
proliferation 
Increase/decrease 
in organ weight 
Pathological 
findings 
Glandular 
stomach 
4 days   n.d.  
14 days   n.d.  
28 days   n.d.  
Colon 
4 days   n.d.  
14 days   n.d.  
28 days   n.d.  
Liver 
4 days     
14 days     
28 days     
Bone marrow 
4 days   n.d. n.d. 
14 days   n.d. n.d. 
28 days   n.d. n.d. 
Kidney 
(target organ) 
4 days n.d. n.d. Increase  
14 days n.d. n.d. Increase  
28 days n.d. n.d. Increase  
, positive; , negative; n.d., not done. 
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第五章 総括 
遺伝毒性は、通常、ガイドラインで推奨される特定の遺伝毒性試験（バッテリー試験）
を複数組み合わせて実施し、その成績から総合的に評価される。また、バッテリー試験の
成績だけでは判断が難しい場合に必要となる追加試験や、ICH S2（R1）ガイドラインのオ
プション 2 で推奨される第 2 の組織（通常、造血細胞以外の組織）を用いる in vivo 試験で
は、被験物質の曝露や標的臓器を考慮した試験の選択が求められる[1]。特に食品やその他
の経口摂取する物質の評価には、被験物質が直接接触する消化管（特に胃）を用いる試験
が有効であると考えられる。胃を用いた遺伝毒性試験には、comet assay[3,4]、トランスジ
ェニック動物を用いた遺伝子突然変異試験[5]および不定期 DNA 合成試験[6,7]があるが、
染色体異常誘発性を指標とした試験法は開発されていない。そこで本研究では腺胃を用い
る小核試験法を新規に考案し、腺胃での小核頻度を指標に遺伝毒性（染色体異常誘発性）
の評価が可能か否か検証した。 
腺胃小核標本は、大山らのマウス結腸小核標本作製法[21,22]を改変し、マウス腺胃を
EDTA 処理することで剥離した上皮細胞をホルマリン固定して作製した。また、小核標本
作製時期は、腺胃上皮細胞の寿命を考慮し、被験物質投与後 3 および 4 日目とした。胃を
発がん標的とする遺伝毒性物質MNUおよびMNNGを単回経口投与したマウスから上記の
方法で腺胃小核標本を作製し、小核保有細胞数の頻度（小核頻度）を算出したところ、溶
媒対照群と比較して小核頻度の有意な増加が観察された。そのため、当該手法が胃での染
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色体異常誘発性の評価に利用可能であることが示された。また、同じ動物から採取した尾
静脈血を用いて末梢血小核試験を実施したところ、MNNG 投与群では小核頻度の増加が認
められず、末梢血小核試験で陰性結果を示した。そのため、経口投与後被験物質が直接接
触する腺胃を用いた小核試験は、経口摂取する物質の遺伝毒性評価に有用であると考えら
れた。その後、著者は当手法を一般毒性試験に汎用されるラットに応用し、ラットを用い
た場合にも遺伝毒性物質の単回投与後 2～4 日目に腺胃小核頻度が増加することを明らか
にした[40]。 
遺伝毒性を in vivo 試験により評価する場合には短期投与または長期投与のどちらかの試
験方法を選択することになるため、開発した腺胃小核試験が短期投与および長期投与の試
験方法に組み入れて実施可能か否かを検証する必要がある。さらに ICH S2（R1）ガイドラ
インには、動物愛護の観点から、① 短期投与条件下において 2 つ以上の指標または組織を
用いて評価する場合、組み合わせ試験として 1 つの試験として実施すること、また、② in 
vivo 試験を長期投与とする場合、科学的に正しければ一般毒性試験に遺伝毒性の指標を組
み込むことを考慮すべきと記されている[1]。そのため、まず短期投与条件下での試験法と
して、経口摂取した物質が直接接触する腺胃、難消化性物質や腸内細菌により遺伝毒性物
質に変換されうる物質の評価に有用な結腸[12]および遺伝毒性物質を広く検出できる骨髄
[1]での小核誘発性を同一動物で評価するための短期投与試験系（腺胃、結腸、骨髄の小核
同時評価系）の構築を試みた。 
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腺胃、結腸、骨髄の小核試験を同一動物で実施する場合、各試験の標本作製時期が異な
るために多くの動物が必要となる。一方、被験物質をラットに 4 日間連続投与しその後 24
時間目に標本作製を行うことで、これら 3 臓器での小核誘発性を同一動物で評価可能であ
ると考えた。上記評価系の妥当性を検証するため、6 種の消化管を標的とする遺伝毒性発
がん物質（胃と結腸を標的とする MNU、胃を標的とする 4NQO、MNNG、NMUT、および
結腸を標的とする DMH、PhIP）をそれぞれラットに 4 日間経口投与し、試験を実施した。
その結果、MNU 投与により腺胃、結腸、骨髄で、4NQO 投与により腺胃と骨髄で、MNNG、
NMUT 投与により腺胃で、DMH、PhIP 投与により結腸と骨髄で、小核頻度の用量依存的
な増加が認められた。これらの結果から、4 日間連続投与後 24 時間目の評価により、腺胃、
結腸、骨髄での小核誘発性を同一動物で評価できることが示された。特に、MNNG や NMUT
の投与では、骨髄での小核頻度の増加は認められず、腺胃でのみ陽性成績（小核頻度の用
量依存的な増加）が得られたことから、消化管を組み合わせた当評価系が非常に有効であ
ることが明らかとなった。さらに、食品添加物である KBrO3と AM、および植物フラボノ
イド QN を 4 日間経口投与した結果、発がん報告のある KBrO3では腺胃と骨髄において小
核頻度の増加が認められ、非発がん物質である AM と QN では 3 臓器全てにおいて小核誘
発性は認められなかった。以上の結果から、今回開発した短期投与による腺胃、結腸、骨
髄の小核同時評価系は、経口摂取する物質の in vivo における遺伝毒性や発がんリスクを適
切に評価できる試験系であることが明らかとなった。 
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さらに、長期投与条件下で行う試験として一般毒性試験の供試動物を用いた腺胃小核試
験（28 日間反復投与毒性試験への腺胃小核試験の組み込み）の妥当性を検討した。長期投
与条件下で行う in vivo 試験については、一般毒性試験の供試動物を用いて試験を実施する
ことで使用動物数の削減に大きく貢献できることに加え、一般毒性試験で得られる毒性プ
ロファイルを考慮して遺伝毒性リスクを総合的に評価することができる。しかしながら、
小核を保有する腺胃被蓋上皮細胞は細胞分裂後 4 日を過ぎると脱落するため、腺胃小核頻
度は 4 日間投与条件下で最大となり、それ以上投与期間を延長しても小核頻度の増加は認
められないことが予想される。また毒性を有する被験物質の場合、通常、反復投与時の最
大投与可能用量は短期投与時に比べ低下する。そのため、一般毒性試験に腺胃小核試験を
組み込む際には、28 日間投与可能な低用量域において遺伝毒性評価が可能であることを確
認する必要がある。そこで、遺伝毒性発がん物質である KBrO3を 4、14、28 日間反復経口
投与したラットの腺胃小核頻度を調べ、28 日間反復投与条件下における腺胃小核試験の妥
当性を評価した。その結果、4 日間投与試験の成績と同様に、14 または 28 日間反復投与条
件下においても腺胃小核頻度の増加が認められた。また、投与期間を 4 日間以上とした場
合、腺胃小核頻度は投与期間の違いにより大きな影響を受けないことが明らかとなった。
そのため、反復投与条件下において著しい投与可能用量の低下が認められない場合には、
腺胃小核試験の 28 日間反復投与毒性試験への組み込みは可能であることが示唆された。 
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本研究で開発した腺胃小核試験法は、経口摂取した物質が直接曝露される胃において染
色体異常誘発性を評価できるはじめての試験法である。当試験は、生体内での分解や失活
が早いため造血細胞を用いる小核試験による評価が難しい遺伝毒性物質の検出に非常に有
効であった。さらに、短期投与条件下において結腸や骨髄の小核試験と同時に実施するこ
とが可能であること、また、一般毒性試験に組み込み可能な試験としても期待できること
から、経口摂取する物質の広範的な毒性評価に非常に有意義であることが示された。開発
した in vivo 腺胃小核試験については、現在、日本環境変異原学会の分科会である哺乳動物
試験研究会において共同研究を実施しており、当該試験が標準試験法として国際的に認知
されるよう活動を進めている。その成果については、2013 年に開催された遺伝毒性試験の
国際ワークショップ（International Workshop on Genotoxicity Tests）でも報告された。今後は、
本試験を広く普及するために、より洗練されたプロトコールの作製およびメカニズム関連
事項の解明に向けた種々の検討を行いたいと考えている。 
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要旨 
げっ歯類の腺胃を用いる in vivo 小核試験系の開発研究 
 
食品、医薬品、化粧品および新規化学物質の開発の際には、各種ガイドラインに則って
複数の毒性試験を実施し、その安全性を担保する必要がある。特に、開発品が遺伝毒性を
有する場合、発がんリスクの増加などにつながる危険性があるため、遺伝毒性評価は実施
すべき毒性評価項目の1つとして挙げられている。遺伝毒性は、通常、ガイドラインで推奨
される特定の遺伝毒性試験（バッテリー試験）を複数組み合わせて実施し、その成績から
総合的に評価される。また、バッテリー試験の成績だけでは判断が難しい場合に必要とな
る追加試験や、ICH S2（R1）ガイドラインで推奨される第2の組織を用いるin vivo試験では、
標的臓器を考慮した試験の選択が求められる。食品などの経口摂取する物質については、
経口摂取した物質が直接接触する消化管を用いる試験が有効であるため、今回、げっ歯類
の腺胃を用いるin vivo小核試験系の開発を試みた。 
小核は染色体に損傷を受けた細胞が分裂する際に生じる小さい核であり、小核試験では
小核を有する細胞の頻度（小核頻度）を指標として遺伝毒性の有無を評価する。造血細胞
（骨髄または末梢血）を用いる小核試験はバッテリー試験の 1つとして汎用されており、
また肝臓や皮膚を用いる小核試験の研究も進められている。その一方、胃を用いた小核試
験の研究報告はほとんどない。そこで、EDTA 処理による腺胃小核標本作製法を新規に考
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案し、腺胃での小核頻度を指標として遺伝毒性評価が可能か否かを検証した。その結果、
胃を標的とする遺伝毒性発がん物質をマウスに単回経口投与後 3、4 日目に腺胃小核頻度の
増加が認められ、腺胃小核頻度を指標とした遺伝毒性評価が可能であることが示された。
その後、著者は当手法を毒性試験に汎用されるラットに応用し、ラットを用いた場合にも
遺伝毒性物質の単回投与後 2～4 日目に腺胃小核頻度が増加することを明らかにした。 
遺伝毒性をin vivo試験により評価する場合、短期投与または長期投与のどちらかの試験
方法を選択することになる。さらにICH S2（R1）ガイドラインには、動物愛護の観点か
ら、① 短期投与条件下において2つ以上の指標または組織を用いて評価する場合、組み合
わせ試験として1つの試験として実施すること、また、② in vivo試験を長期投与とする場
合、科学的に正しければ一般毒性試験に遺伝毒性の指標を組み込むことを考慮すべきであ
ることが記されている。そのため、短期投与条件下で行う試験として、消化管（腺胃と結
腸）および骨髄での小核誘発性を同一動物で評価する短期投与試験系（腺胃、結腸、骨髄
の小核同時評価系）の開発を試みた。 
腺胃、結腸、骨髄の小核試験を同一動物で実施する場合、各試験の標本作製時期が異な
るために多くの動物が必要となる。一方、被験物質をラットに4日間経口投与しその後24
時間目に標本作製を行うことで、3臓器での小核同時評価が可能であると考え、6種の消化
管を標的とする遺伝毒性発がん物質を用いて当評価系の妥当性を検証した。その結果、標
的とする腺胃および／または結腸で陽性成績（小核頻度の用量依存的な増加）が得られ、
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同一動物での評価が可能であることが確認された。さらに、検証に用いた2物質は骨髄小
核試験で陰性となり、消化管を組み合わせた当評価系が有効であることが示された。また、
食品関連物質を用いた検討では、遺伝毒性発がん物質（KBrO3）を経口投与した場合には
腺胃と骨髄で陽性成績が得られたが、非発がん物質（赤色2号やケルセチン）を投与した
場合には3臓器全てにおいて陰性成績が得られた。以上の結果から、短期投与条件下で行
う当該試験が、経口的に摂取する物質のin vivoでの遺伝毒性リスクを適切に評価できるこ
とが示された。 
最後に、長期投与条件下で行う試験として一般毒性試験の供試動物を用いた腺胃小核試
験（28 日間反復投与毒性試験への腺胃小核試験の組み込み）の妥当性を検討した。食品添
加物である KBrO3を最長 28 日間ラットに反復経口投与して腺胃小核試験を実施した結果、
4 日間投与時と同様に陽性成績が得られた。また、被験物質の投与期間を 4 日間以上とし
た場合、腺胃小核頻度は投与期間の違いにより大きな影響を受けないことが明らかとなっ
た。そのため、反復投与条件下において著しい投与可能用量の低下が認められない場合に
は、腺胃小核試験の 28 日間反復投与毒性試験への組み込みは可能であることが示唆された。 
 本研究で開発した腺胃小核試験は、経口摂取した物質が直接曝露される胃において染色
体異常誘発性を評価できるはじめての試験法である。当試験は、造血細胞を用いる小核試
験による評価が難しい遺伝毒性物質の検出に非常に有効であった。さらに、短期投与条件
下において結腸や骨髄の小核試験と同時に実施することが可能であること、また、一般毒
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性試験に組み込み可能な試験としても期待できることから、経口摂取する物質の広範的な
毒性評価に非常に有意義であることが示された。 
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